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RESUMO

O tabagismo, um problema de saude publica, ¢ uma importante fonte de exposicao a
metais toxicos e afeta uma parte significativa da populacdo mundial. A procura por dados
analiticos sobre elementos toxicos nos cigarros ainda ¢ uma questao de interesse analitico
atual, uma vez que nem todas as substancias presentes no tabaco foram bem identificadas
e também pelo seu consumo relativamente alto. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi desenvolver estratégias para caracterizagao do perfil de elementos-traco nas diferentes
partes constituintes (filtro pré e pds-queima, tabaco, cinzas e fumaga) de cigarros
comercializados ilegalmente no Brasil utilizando a espectrometria de absor¢ao atomica
com forno de grafite (GF AAS) e a voltametria de onda quadrada (SWV). As amostras,
consideradas ilegais de acordo com o Registro de Produto Fumigeno da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), foram adquiridas no comércio local de Juiz de Fora-MG
e de Conselheiro Lafaiete-MG, totalizando 12 diferentes rotulos de cigarros ilegais. Os
parametros instrumentais para a determinagdo de Pb e Cr por GF AAS e Cd, Pb e Cu por
SWV foram investigados. Diferentes métodos de preparo de amostras foram
desenvolvidos, utilizando a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. Os métodos
apresentaram resultados adequados referentes a precisao (RSD <7% para o GF AAS e
<11% para SWV) e a exatiddo (recupera¢ao média de 97,6% para GF AAS ¢ 89,3% para
SWYV). A exatidao também foi avaliada usando uma amostra de referéncia de folhas de
tomate (NIST SRM 1573a), que comprovou a eficiéncia do método (recuperacdes de
103% para GF AAS e 95% para SWV). Os limites de detec¢ao de Cd, Pb e Cu por SWV
foram inferiores a 1,72, 1,33 e 2,07 pg g ! para ambas amostras, respectivamente,
enquanto que para o Cr por GF AAS ficaram abaixo de 80,7 ng g!. Em relacio aos
resultados analiticos, os valores médios de cromo encontrados para as amostras analisadas
variaram de 0,96 a 3,85 e de 0,32 a 0,80 pg/cigarro para tabaco e cinzas, respectivamente.
Para a maioria das amostras de filtro pré-queima e pods-queima, os valores da
concentracdo de cromo permaneceram abaixo dos limites de detec¢do. O contetido de
cadmio permaneceu abaixo dos limites de deteccdo, enquanto os valores médios
encontrados para chumbo variaram na faixa de 0,10 a 0,38 pg/cigarro (filtro p6és-queima),
de 0,89 a 4,85 pg/cigarro (cinzas) e de 1,76 a 9,92 pg/cigarro (tabaco). Os valores médios
encontrados de cobre estavam na faixa de 0,20 a 0,83 pg/cigarro (filtro pds-queima), de
1,30 a 7,45 pg/cigarro (cinzas) e de 7,24 a 43,1 pg/cigarro (tabaco). As amostras da

fumaca coletada tiveram seus niveis de Pb e Cu quantificados por SWV com



concentracdes médias variando de 0,12 a 0,43 e de 0,05 a 1,47 pg/cigarro de chumbo e
cobre, respectivamente. A fragdo bioacessivel desses metais na fumaca também foi
estudada. Utilizou-se a solu¢do de Gamble como liquido pulmonar simulado sendo
possivel quantificar apenas o cobre. A concentragdo média de cobre soliivel no liquido
pulmonar simulado variou de 0,09 a 0,67 pg/cigarro. De modo geral, os dados indicam
que o tabaco ¢ a principal fonte de metais toxicos em cigarros contrabandeados. Os
resultados obtidos podem ser considerados elevados e preocupantes, tendo em vista o
consumo exacerbado que pode desencadeiar em graves problemas de satde aos
consumidores e altas taxa de geracdo de residuos (fumaga, filtros e cinzas) ocasionando

também contaminagdes ambientais.

Palavras-chave: Cigarro. Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Forno de Grafite.
Voltametria de Onda Quadrada. Cromo. Cadmio. Chumbo. Cobre. Bioacessibilidade.

Solucao de Gamble.



ABSTRACT

Smoking is a public health problem and an important source of exposure to toxic metals that
affects a significant part of the world population. The search for analytical data on toxic
elements in cigarettes is still a matter of current analytical interest, since not all substances
present in tobacco have been well identified and also due to their relatively high consumption.
In this context, the objective of this study was to develop strategies for characterizing the
profile of trace elements in the different constituent parts (pre and post-burn filter, tobacco,
ash and smoke) of cigarettes illegally sold in Brazil using the graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GF AAS) and square wave voltammetry (SWV). The samples,
considered illegal according to the Fumigant Product Registry of the National Health
Surveillance Agency, were purchased from the local shops of Juiz de Fora-MG and
Conselheiro Lafaiete-MG, totaling 12 different brands of illegal cigarettes. The instrumental
parameters for the determination of Pb and Cr by GF AAS and Cd, Pb and Cu by SWV were
investigated. Different sample preparation methods were developed, using microwave
assisted digestion. The methods showed adequate results regarding precision (RSD <7% for
GF AAS and <11% for SWV) and accuracy (average recoveries of 97.6% for GF AAS and
89.3% for SWV). Accuracy was also evaluated using a reference sample of tomato leaves
(NIST SRM 1573a), which proved the efficiency of the method (recoveries of 103% for GF
AAS and 95% for SWV). The detection limits were less than 1.72, 1.33 ¢ 2.07 ug g'! for Cd,
Pb and Cu, respectively, while for Cr they were below 80.7 ng g'. Regarding the analytical
results, the average values of chromium found for the analyzed samples ranged from 0.96 to
3.85 and from 0.32 to 0.80 pg/cigarette for tobacco and ash, respectively. For most pre-burn
and post-burn filter samples, the chromium concentration values remained below the
detection limits. The cadmium content remained below the detection limits, while the average
values found for lead ranged from 0.10 to 0.38 pg/cigarette (post-burn filter), from 0.89 to
4.85 pg/cigarette (ash) and from 1.76 to 9.92 ng/cigarette (tobacco). The average values
found for copper were in the range of 0.20 to 0.83 pg/cigarette (post-burn filter), from 1.30
to 7.45 pg/cigarette (ash) and from 7.24 to 43.1 pg/cigarette (tobacco). The smoke samples
collected had their Pb and Cu levels quantified by SWV with average concentrations ranging

from 0.12 to 0.43 and from 0.05 to 1.47 pg/cigarette for lead and copper, respectively. The



bioaccessible fraction of these metals in smoke was also studied. Gamble's solution was used
as a simulated pulmonary fluid, being possible to quantify only copper. The average
concentration of copper soluble in the simulated lung fluid ranged from 0.09 to 0.67
pg/cigarette. In general, the data indicate that tobacco is the main source of toxic metals in
smuggled cigarettes. The results obtained can be considered high and worrying, in view of
the exacerbated consumption that triggers serious health problems for consumers and high

rate of waste generation (smoke, filters and ashes) causing also environmental contamination.

Keywords: Cigarette. Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry. Square Wave

Voltammetry. Chromium. Cadmium. Lead. Copper. Bioaccessibility. Gamble solution.
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1. INTRODUCAO
1.1. ASPECTOS HISTORICOS DO TABACO

Arqueologos ¢ historiadores acreditam que o tabaco (Nicotiana tabacum) seja uma
planta originaria dos Andes Bolivianos, onde ja era cultivada pelas sociedades indigenas a
pelo menos 600 a.C. (SouzaCruz, 2001b; Silva, 2002; Estranho, 2018). O tabaco tinha carater
sagrado e era utilizado em rituais religiosos ou para fins medicinais, os indios acreditavam
que a fumaca tinha poderes magicos e terapéuticos, além de dar ao lider espiritual da tribo, o
poder de prever o futuro (Brasil, 2019).

Foi justamente por meio das migragdes indigenas que a planta chegou ao Brasil. Seu
uso se dava de diferentes formas: comiam, bebiam, mascavam e aspiravam as folhas secas e
moidas, porém a principal forma de consumo se dava através do fumo (SouzaCruz, 2001b).
O primeiro registro pictdrico do ato de fumar provém de um vaso de ceramica maia do Século
X. De acordo com historiadores, os astecas fumavam o tabaco em pedacos de junco oco ou
em tubos de cana, enquanto outros nativos do México, da América Central e de parte da
América do Sul usavam casca de milho e outros vegetais secos para envolver o fumo (Silva,
2002; Estranho, 2018).

Os europeus tiveram contato com a planta pela primeira vez em 1492, quando
Cristovao Colombo chegou a América. No entanto, s6 a partir de 1530 que o tabaco chegou
a Europa, onde comegou a ser cultivado pela familia real portuguesa, inicialmente com
finalidades medicinais (SouzaCruz, 2001b). Por volta de 1560, o botanico e entdo
embaixador francés em Portugal, Jean Nicot, estudou e atribuiu propriedades medicinais a
planta, que acabou sendo batizada com seu nome e ficou conhecida cientificamente como
Nicotiana tabacum (SouzaCruz, 2001b; Brasil, 2019). Nicot enviou tabaco a rainha Catherina
de Medicis para tratamento de cefaleia (SouzaCruz, 2001b). Logo, o habito de fumar
rapidamente se difundiu entre a nobreza francesa e, posteriormente, entre os demais paises
da Europa. Com periodo de grandes descobrimentos e a colonizagdo europeia na Africa e na
Asia, o tabaco se difundiu por todos os continentes (Silva, 2002; Brasil, 2019).

Com a revolugdo industrial e a mudanga significativa na rotina de trabalho com o
avanco do capitalismo, no século XVIII, o tabaco passou também a ser usado com fins nao

medicinais. As primeiras fabricas surgiram no final do século XIX e o consumo de tabaco,
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principalmente na forma de cigarro, ganhou impulso durante as grandes guerras (Carvalho,
2001).

Um dos registros mais antigos associando o uso do tabaco aos prejuizos a satude ¢
descrito pelo jornalista e historiador Mario Cesar Carvalho em seu livro. De acordo com o
mesmo, o médico londrino John Hill correlacionou a presenca de tumores no nariz de seus
pacientes com o consumo de rapé (Carvalho, 2001). Pesquisas ja na década de 1930
demonstravam que o cigarro era nocivo a satde, porém s6 em 1953 uma pesquisa conduzida
pelo médico alemao Ernest L. Wynder comprovou cientificamente o maleficio causado pelo
tabaco (Wynder et al., 1953). Carvalho ainda cita que a industria do cigarro cometeu fraldes
e com auxilio da industria cinematografica hollywoodiana e campanhas publicitarias,
manipulou a opinido publica a respeito da nocividade do tabaco (Carvalho, 2001).

Por volta da segunda metade do século XX, a industria fumageira havia consolidado
as principais marcas de cigarro no mercado internacional, apesar de uma forte e crescente
pressdao de entidades cientificas que criticavam a veiculagdo de ideias que transmitiam aos
consumidores uma imagem de produtos seguros para consumo (Barreto, 2018). A fim de
amenizar as criticas, a industria fumageira adicionou na década de 1950 os filtros nos
cigarros. A introdugao desse dispositivo teve ampla aceitagao, uma vez que houve associacao
deste com uma sensagao de seguranga e protecao contra as substancias prejudiciais do tabaco
(Rosemberg, 1987). Como a Medicina continuou a demonstrar ao longo dos anos a
associagdo entre o tabagismos e doengas clinicas (Bothwell, 1960; Kreyberg, 1965; Christen,
1970; Elson e Betts, 1975; Johnston e Ballantyne, 1977), o conceito de produto prejudicial a

satude se consolidou a partir dos 80 (Brasil, 2019).

1.2. Nicotiana tabacum

A Nicotiana tabacum, mostrada na Figura 1, ¢ uma planta pertencente a familia
Solanaceae, de caracteristicas perenes e pode atingir dois metros de altura. Os caules
apresentam-se eretos, robustos, cilindricos e ramosos. As folhas sdo alternas, sésseis, ovais
ou lanceoladas pontiagudas, inteiras, pegajosas, com nervuras muito salientes na pagina
inferior e de cor verde mais carregado na pagina superior, de cheiro fraco e sabor levemente

picante, amargo e nauseoso. As flores sdo grandes, rosadas, munidas de bracteas dispostas
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numa espécie de panicula na extremidade dos ramos, tendo célice tubuloso e esverdeado.
Finalmente, o fruto forma uma capsula ovoide, encerrando numerosissimas sementes muito
pequenas, rugosas e irregularmente arredondadas (Vignoli-Silva e Mentz, 2005; Oliveira e

Costa, 2012).

Figura 1 — Ilustracdo da planta Nicotiana tabacum, popularmente conhecida como tabaco

ou fumo.

Fonte: Adaptado de (Google Imagens, 2020).

O Brasil, de acordo com o relatério da Organizagdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAOSTAT), ocupa a segunda colocag@o no ranking dos cincos
maiores produtores mundiais de tabaco atrds somente da China, como mostrado no Grafico
1 (FAOSTAT, 2017; Brasil, 2020a). Em contrapartida, ¢ o maior exportador no cenario
mundial (Riquinho e Hennington, 2016). Apds a colheita, as folhas de tabaco iniciam o
processo de secagem e cura onde sdo acondicionadas em estufas ou galpdes com temperatura
e umidade especificos, a fim proporcionar transformagdes bioquimicas que caracterizam a
cor, intensidade de aroma e sabor dos diferentes tipos de tabaco. Esse processamento pode
demorar entre 5 a 40 dias de acordo com o tipo de tabaco produzido, tabaco Virginia (de cor
clara e aromas e sabores leves) e tabaco Burley (de cor escura com aromas e sabores mais

intensos), respectivamente (SouzaCruz, 2001c; PMI, 2010).
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Grafico 1 — Producao mundial de fumo em folha no periodo de 2007-2017.
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Fonte: Adaptado de (FAOSTAT, 2017).

Acredita-se que o principal responsédvel pela contaminagdo e acumulagdo de metais
pesados nas plantas de tabaco seja o uso exagerado de fertilizantes (Stephens et al., 2005;
Atafar et al., 2009; Silva, et al., 2014; Lourdes et al., 2016; Mirra e Carvalho, 2017). A
acumulagdo pode ainda ser agravada em funcao de contaminag¢des ambientais do solo, dgua
e ar (Pedroso e Alves, 2008; Pelit et al., 2013), porém varios outros fatores como a variagao
climatica, variedade de plantas, tratamento e manuseio do tabaco, como mostrado na Figura
2, e a utilizacdo de fertilizantes e defensores agricolas de qualidade contestada podem
influenciar nesse processo (Figueiredo, 2008; Rubio Armendariz et al., 2015; Lourdes et al.,
2016), uma vez que de acordo com Figueiredo, nos anos 1990 utilizava-se em média 5,7

kg/ha (hectare, 0,01 km?) de defensivos agricolas (Figueiredo, 2008).
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Figura 2 — (A) Processo de secagem e cura de folhas de tabaco. (B) Diferenca de

intensidade de cor em folhas de tabaco resultantes de diferentes processos de secagem e

cura.

R

Fonte: Adato ge (C,iogleilens, 2020).

Diversos trabalhos verificaram a eficiéncia da Nicotiana tabacum na fitorremediacao
e acumulacao de metais toxicos como o Pb e cadmio (Cd) em suas folhas e caules (Azevedo
e Chasin, 2003; Boonyapookana et al., 2005; Galazyn-Sidorczuk et al., 2008; Viana et al.,
2011; Silva, et al., 2014). Zeittouni e seus colaboradores observaram que a parte aérea das
plantas de tabaco acumularam Cd numa faixa de concentracdo variando de 0,60 a 13,3 mg
kg!, enquanto para Zn os valores de acumulagdo variaram de 52 a 899 mg kg™!, demonstrando
sua capacidade de fitorremediagdo (Zeittouni et al., 2007).

Os processos que envolvem a utilizagdo de plantas para remogao, transferéncia,
estabilizagdao ou destrui¢do de elementos nocivos sdo denominados fitorremediacao (Souza
et al., 2015). Sua eficiéncia depende da espécie quimica contaminante ¢ do mecanismo de
acdo da planta remediadora (Gerhardt et al., 2009). De acordo com Gongalves Jr e seus
colaboradores, a fitorremediacao pode ser dividida em cinco processos distintos, sendo eles:
a fitoextragdo (hiperacumulagdo), fitoestabilizacdo, rizofiltragdo, fitotransformagao e
fitovolatilizagao (Jr. et al., 2014). A hiperacumulagdo, basicamente se resume na absor¢ao
de metais toxicos pelas raizes das plantas e a posterior translocagdo e deposi¢ao nos tecidos
da parte aérea, o que permite a remocao dos mesmos da area contaminada (Jr. ef al., 2014).

Essas plantas sdo capazes de acumular em seus tecidos concentragdes de cobalto (Co), cobre
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(Cu), cromo (Cr), chumbo (Pb) e niquel (Ni) em niveis de até 0,1% de massa seca, enquanto

que para zinco (Zn) e manganés (Mn) essa concentragao pode ser de até 1% (Almeida, 2012).

1.3. CONSUMO DE TABACO E PROBLEMAS DE SAUDE

O tabaco agride sistematicamente a saide humana de diferentes maneiras: pela
manipulagdo de defensivos agricolas, durante o processo de cultivo, pelo contato direto com
a planta imida e pelo cheiro das folhas durante a secagem nas estufas (Figueiredo, 2008).
Em 2009, o Ministério da Saude conduziu uma pesquisa e admitiu pela primeira vez que os
sintomas como tremor, cefaleia, dores no corpo, nauseas e tonturas sdo decorrentes de uma
intoxicagdo (espécie de overdose) devido a absorc¢do de nicotina pela pele dos agricultores
durante o manuseio de folhas durante a colheita (Frois, 2015).

Atualmente, o tabagismos integra o grupo dos transtornos mentais € comportamentais
devido ao uso de substancia psicoativa na Revisao da Classificagdo Estatistica Internacional
de Doengas e Problemas Relacionados a Saude e ¢ a maior causa isolada evitavel de
adoecimento e mortes precoces em todo o mundo (OMS, 2008). E reconhecido como uma
doenca epidémica que causa dependéncia fisica, psicoldgica e comportamental (Mirra e
Carvalho, 2017; Grad et al., 2019). A dependéncia ocorre pela presenca da nicotina nos
produtos a base de tabaco e obriga os fumantes a inalarem mais de 6700 substancias toxicas
das quais 4720 bem identificadas quimicamente, como: monoxido de carbono, amdnia,
cetonas, formaldeido, acetaldeido, acroleina, além de 60 a 70 substidncias com poder
cancerigeno, sendo as principais: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs), aminas
aromadticas e nitrosaminas, arsénio, niquel, cddmio, chumbo, residuos agrotdxicos e
substancias radioativas como o polonio 210 (Rosemberg et al., 2003; Mirra et al., 2010;
Viana et al., 2011; Baird e Cann, 2012).

De acordo com Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o tabagismo esta relacionado
a mais de 50 doengas sendo responsavel por 30% das mortes por diversos tipos de cancer
(boca, laringe, faringe, esdfago, estomago, rim, pancreas), 90% das mortes por todos os
canceres de pulmao, 25% das mortes por doenca coronariana (angina e infarto), 85% das
mortes por doenga pulmonar cronica (bronquite e enfisema) e 25% das mortes por derrame

cerebral, além de deteriorar severamente o sistema reprodutivo, contribuindo com abortos,
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partos prematuros e morte subita (OMS, 2006; Mirra et al., 2010; Milnerowicz et al., 2015;
Barreto, 2018).

A OMS estimou em seu ultimo relatdrio global sobre tendéncias em prevaléncia do
tabagismo que hé cerca de 1,1 bilhdo de fumantes no mundo e pelo menos 367 milhdes de
usuarios de derivados de tabaco que ndo produzem fumaca, o que corresponde a 27% da
populagdo mundial. Estima-se ainda que atualmente 34% da populacdo masculina adulta seja
dependente do tabaco, enquanto que a porcentagem da populacao feminina dependente ¢ de
6%. Aproximadamente 9,8% da populagdo brasileira acima dos 18 anos faz uso do tabaco,
isso representa um total de aproximadamente 21 milhdes de pessoas. Atualmente, no Brasil,
7,7% das mulheres fumam, enquanto que para os homens a fracdo de fumantes corresponde
a12,3% (INCA, 2021). O consumo de tabaco geralmente se inicia na adolescéncia, em média
entre 13 e 15 anos de idade e dados da OMS indicam que cerca de 7% da populagdo mundial
jovem, pouco mais de 24 milhdes de criangas, fumam cigarros e 4% usam produtos de tabaco
sem fumaca (Mirra et al., 2010; OMS, 2018).

Por conta disso, em todo mundo medidas tém sido implementadas para conter o
avanco no consumo de cigarros, das quais destaca-se a alta tributagdo de impostos (Silva, et
al., 2014; Mirra e Carvalho, 2017). Essa medida, porém, ocasiona a ampliagao do mercado
ilegal que ¢ abastecido principalmente pelo contrabando (Joossens et al., 2010; OMS, 2013;
Silva, et al., 2014). Dessa forma, torna-se possivel a entrada de produtos de qualidade e
origem duvidosas o que confere maior risco aos consumidores destes produtos (He et al.,
2015). Estima-se que cerca de 35 a 50% do mercado de cigarros do Brasil seja ocupado por
produtos que entraram ilegalmente no pais, um dano que vai muito além das questdes
financeiras (Romero e Silva, 2011; Silva, et al., 2014). Segundo levantamento do Forum
Nacional de Combate a Pirataria (FNCP), o Brasil teve prejuizo de R$ 115 bilhdes em 2015
por conta de crimes de contrabando e descaminho, o mercado de tabaco foi o mais afetado,
onde aproximadamente 67% dos produtos que entraram ilegalmente no pais em 2015, eram
cigarros (SouzaCruz, 2001a).

Politicas socioeducativas também tém se destacado no controle de consumo do tabaco
e o Brasil se firma com uma referéncia mundial (Pantini et al., 2011). De forma tal que o
percentual de adultos fumantes no Brasil vem apresentando uma expressiva queda nas

ultimas décadas. Em 1989, 34,8% da populagdo acima de 18 anos era fumante, enquanto que
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no ano de 2003, o percentual observado foi de 22,4%. No ano de 2008 este percentual era de
18,5%. Ja os dados mais recentes do ano de 2019, apontam o percentual total de adultos
fumantes em 12,6% (INCA, 2021).

O Brasil foi também o primeiro pais a banir os descritores das embalagens, o segundo
a inserir os alertas com frases e imagens nos magos, como mostrado na Figura 3, e um dos
poucos a restringir a publicidade (Brasil, 2007). Recentemente, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) restringiu o uso de aditivos que conferem aromas e sabores aos
derivados do tabaco, como forma de mascarar o gosto e/ou cheiro provenientes do cigarro.
Ainda de acordo com a Anvisa, mais de 60% dos jovens que experimentam cigarros escolhem

produtos com sabor (Brasil, 2012).

Figura 3 — Imagens e frases de alerta estampados em magos de cigarros comercializados no

Brasil.
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Fonte: Adaptado de (INCA, 2007).
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1.4. PROPRIEDADES DO PROCESSO DE QUEIMA DOS CIGARROS

Fumar ¢ uma importante fonte de exposi¢cdo a elementos toxicos como: chumbo,
cadmio, arsénio, niquel, cromo, manganés, aluminio e zinco (Viana et al., 2011); e, o
conhecimento da liberagdo percentual destes metais toxicos durante a queima do cigarro,
permite estimar sua exposicdo média e possiveis efeitos nocivos correlatos (Galazyn-
Sidorczuk et al., 2008).

Durante a queima do cigarro, ocorre uma divisdo das substancias toxicas presentes
no tabaco entre o filtro do cigarro, as cinzas e a fumaca, de forma que uma porg¢ao substancial
de metais toxicos pode atingir os pulmodes (Counts et al., 2005; Stephens et al., 2005; Pappas
et al.,2006). A fumaga do tabaco ¢ gerada por processos complexos e sobrepostos de queima,
pirdlise, pirossintese, destilacdo, sublimagdo e condensacao (Borgerding e Klus, 2005). Esta
pode ser subdividida em duas fases: a fumaca ativa, aquela inalada para os pulmdes durante
a tragada; e, a fumaga passiva, aquela liberada pela extremidade acesa do cigarro, como
mostrado pela Figura 4.

A fumaca ativa (do inglés, mainstream smoke) é um aerossol que consiste em
goticulas solidas e liquidas (fase particulada), que € coletada pelo filtro geralmente de acetato
de celulose e com a fun¢do de reduzir principalmente a passagem de alcatrdo e nicotina
(Thielen et al., 2008), em uma fase gasosa que passa pelo filtro (Borgerding e Klus, 2005;
Counts et al., 2005; Pappas et al, 2006). Os metais toxicos presentes no tabaco se
particionam nessas fases sendo transportados até os pulmdes, posteriormente podem ser
transferidos para circulagdo periférica e atingir outros 6rgaos do corpo (Pappas et al., 2006).
Estudos indicam que a concentragdo de substancias toxicas liberadas na fumaga passiva (do
inglés, sidestream smoke) € maior que na fumaca ativa, porém a primeira sofre dilui¢do para
o ambiente (Sogor et al., 1998). Apos varias mudangas fisicas e quimicas, incluindo reagoes
com substancias quimicas nao geradas pelo tabaco, ambas as fumacas, ativa exalada pelos
pulmoes e passiva diluida para o ambiente, tornam-se a fumaca ambiental do tabaco (ETS,
do inglés environmental tobacco smoke). A fumaca ativa "filtrada pelo trato respiratorio” e
exalada, contribui entre 15% e 43% da matéria particulada do ETS e entre 1% e 13% da fase
de vapor, sendo o restante proveniente da fumaca passiva (Borgerding e Klus, 2005).

Durante a combustao natural do tabaco, entre as tragadas a temperatura no centro do

cone em chamas pode variar de 600 a 700 °C, enquanto que durante a tragada ela pode
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alcancar temperaturas até¢ 950 °C na periferia da zona de queima, entre 0,2 ¢ 1,0 mm a frente
da linha de queima do papel (Borgerding e Klus, 2005; Counts et al., 2005; Thielen et al.,
2008; Baird e Cann, 2012). Os processos endotérmicos de consumo de energia, como
destilagdo e sublimagdo, que ocorrem apenas alguns milimetros atras do cone incandescente
do cigarro, sdo os principais responsaveis pela diminuicdo extremamente rapida da
temperatura da fumaca ativa de mais de 800 °C até a temperatura ambiente. Os constituintes
da fumaca gerados por pirdlise e pirossintese sdo incluidos nesses processos repetitivos de
destilacdo e sublimagdo (Nagao et al., 2014). Nestas temperaturas ha energia suficiente para
vaporizacao de elementos mais volateis ou mesmo transformagao em espécies mais toxicas,
como a oxidagdo de alguns componentes de cromo presentes no tabaco em Cr(VI) (Sogor et
al., 1998; Liu et al., 2011; Liu e Woodcock, 2014).

Dessa forma, pode-se resumir que um vapor supersaturado e altamente concentrado
¢ gerado na regido de pir6lise/destilacdo endotérmica da zona de queima e, durante a tragada,
é puxado pela haste do tabaco para formar a fumaca ativa. A medida que o vapor ¢é extraido
dessa regido, ele esfria para a temperatura do ar ambiente em alguns milissegundos. Isso leva
o vapor dos compostos menos volateis rapidamente ao seu ponto de saturacdo e a
condensacdo segue imediatamente formando um aerossol que consiste em goticulas
(particulas) liquidas suspensas em uma fase gasosa (Borgerding e Klus, 2005). Dessa forma,
a fumaca ¢ filtrada pela coluna de tabaco e pelo filtro de acetato de celulose, logo, a medida
que o cigarro ¢ pirolisado, o caminho filtrante diminui e ocorre redestilagdo da fumacga

filtrada nas tragadas anteriores (Wright, 2015).



42

Figura 4 — Esquema do processo de queima do cigarro e geracao das fumacas ativa e

passiva.
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Fonte: Adaptado de (Thielen et al., 2008).

Muitos constituintes da fumaga do cigarro sdo capazes de desenvolver alteracdes que
levam ao cancer. Estima-se que a fumaca principal contenha cerca de 10'° particulas por cm?
com tamanho médio de 0,1 a I pm que, quando inalados se depositam nos pulmdes (Wright,
2015), especialmente quando os mecanismos de defesa mucociliar ja estdo comprometidos
devido ao tabagismo. Como eles ndo sdo biodegradaveis, permanecem por longos periodos
causando alteracdes celulares (Viana ef al., 2011). Os metais absorvidos junto a fumaga sao
ainda transferidos para corrente sanguinea e acumulados por meio de mecanismos no figado
e rins, podendo assim interferir nos processos bioldgicos envolvendo o DNA, causando
mutagdes e tumores em diversos tecidos do corpo humano (Silva, et al., 2014).

Aproximadamente 4700 substancias diferentes foram identificadas na fumaca do
tabaco. Quase todas as classes de compostos quimicos organicos, juntamente com vestigios
de metais, podem ser encontradas. A Tabela 1, a seguir, mostra o nimero aproximado de

compostos identificados em algumas das principais classes de compostos.
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Tabela 1 — Numero de compostos em diferentes classes presentes na fumacga de tabaco.

Classe Numero de compostos
Gases neutros >5
Oxidos de carbono 2
Oxidos de nitrogénio 1(2)
Amidas, imidas e lactamas ~240
Acidos carboxilicos ~230
Lactonas ~150
Esteres ~470
Aldeidos ~110
Cetonas ~520
Alcoois ~380
Fenois ~280
Aminas ~200
N-nitrosaminas volateis 4
Nitrosaminas especificas do tabaco 4
N-heterociclicos ~920
Hidrocarbonetos alifaticos, aciclicos, aromaticos ~760
Nitrilas ~100
Anidridos ~10
Carboidratos ~40
Eteres ~310
Nitro-compostos >10
Metais ~30

Fonte: Adaptado de (Borgerding & Klus, 2005).

Os processos pelos quais sdo verificados os efeitos toxicos de muitos destes metais
contaminantes devem-se principalmente da capacidade dos mesmos causarem stress
oxidativo devido a geragdo de radicais livres direta ou indiretamente e o enfraquecimento
dos mecanismos celulares antioxidantes (Bizon ef al., 2011; He et al., 2015; Milnerowicz et

al., 2015). Ha evidéncias ainda de que alguns contaminantes como chumbo e cadmio podem
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substituir minerais como o zinco, cobre, ferro e selénio em processos enzimaticos reduzindo
os niveis de substancias antioxidantes no organismo (Cay et al., 2009; Milnerowicz et al.,

2015).

A fracdo de um elemento que ¢ transferida para a fase da fumaga depende das
propriedades de cada elemento, onde estudos indicam que 33% do Cd, 19% do Pb e 20% do
Ni presentes no tabaco sao liberados na fumaca (Viana et al., 2011; Silva, et al., 2014). Deste
total, pode-se esperar que entre 25 ¢ 50% do cadmio e cerca de 20 a 35% do niquel sejam
absorvidos pelo organismo durante a queima do cigarro (Torjussen et al., 2003; Viana et al.,

2011).

1.5. PREPARO DE AMOSTRAS

Para determinacdo de elementos metdlicos em amostras solidas, geralmente faz-se
necessaria uma etapa prévia de preparo de amostra, a fim de extrair o analito para uma
solugdo que seja compativel com a técnica analitica de interesse aplicada (Mketo ez al., 2016).
Procedimentos convencionais baseados na digestdo acida da amostra usando 4cidos minerais
e agentes oxidantes (HNOs3;, H>SO4, HC1O4, HF, HCl e H20>), independentemente ou
combinados, sob aquecimento sdo os mais comuns (Oliveira, 2003; Nobrega et al., 2012).
No entanto, os métodos convencionais sao geralmente demorados e envolvem vérias etapas
de aquecimento em recipientes abertos, com riscos de acidentes, perda de espécies volateis e
possiveis contaminacdes (Castilho et al., 2012).

Dessa forma, com o avango tecnoldgico, desde o inicio dos anos 2000 novos métodos
de preparo de amostra t€ém sido desenvolvidos com objetivo de obter procedimentos mais
rapidos e praticos, com menor consumo de amostras e de reagentes e minima geracao de
residuos (Flores, 2014). Neste sentido, a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas e os
procedimentos usando-a combinadamente com outras fontes de energia destacam-se para o
preparo de amostras.

Micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas, que apesar de possuirem energia menor que
a necessaria para a quebra de ligagdes quimicas, sdo absorvidas durante o preparo de

amostras, provocando rotagdo e realinhamento das moléculas polares e ions com o campo
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magnético estabelecido em uma taxa elevada, a resisténcia causada por esses movimentos
gera o aquecimento da mistura reacional que por sua vez acelera as reagdes quimicas de
decomposicao e/ou solubilizagdo (Souza e Miranda, 2011; Krug e Rocha, 2016). Assim, em
fornos micro-ondas a amostra ¢ submetida a altas temperaturas, geralmente em recipientes
fechados e pressurizados, o que aumenta a eficiéncia das reacdes, tornando possivel a
obtencao de métodos analiticos mais simples utilizando menores volumes de reagentes. Além
disso, os métodos de preparo de amostras baseados na utiliza¢ao de sistemas de micro-ondas
fechados e pressurizados minimizam a perda de analitos volateis e possiveis contaminagdes
das amostras (Castilho et al., 2012; Nobrega et al., 2012; Shaltout et al., 2014; Welna et al.,
2015; Mketo et al., 2016; Muller et al., 2016). A extracao assistida por micro-ondas também
tem sido destacada pela possibilidade de permitir o uso de reagentes diluidos sem que haja
perda de eficiéncia no processo de extragdo (Bizzi et al., 2014; Bizzi et al., 2017).

Diversos trabalhos descritos na literatura cientifica ao longo dos ultimos 25 anos
ilustram o avango tecnoldgico descrito anteriormente em prol de novos métodos de preparo
de amostra. No inicio dos anos 1990 comumente empregava-se métodos de digestdao acida
em chapa de aquecimento, como utilizado por Jung et al. (1998) para determinacao de As,
Cd, Cu, Pb e Zn em amostras de tabaco (Jung et al., 1998). Nos anos seguintes diversos
trabalhos foram publicados utilizando a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas para
determinacdo de mais de 30 elementos (Zumbado et al., 2019). Galazyn-Sidorczuk et al.
(2008) usaram HNO3 e HCI para determinar Pb e Cd em amostras de tabaco, filtro, papel e
cinzas de cigarro (Galazyn-Sidorczuk et al, 2008). Taebunpakul et al (2011),
desenvolveram um método de especiacao de As nas folhas de tabaco e na fumaga usando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) para separacao das espécies (Taebunpakul ef al., 2011). He et al. (2015) ¢
Zumbado et al. (2019) utilizaram digestao assistida por radiagdo micro-ondas com HNO3
para determinar diversos elementos toxicos em amostras de tabaco (He et al., 2015; Zumbado
etal., 2019).

Outros métodos de preparo de amostras sdo descritos na literatura. Silva ef al. (2014)
determinaram Cu, Mn, Zn, Co, Cr, Cd, Pb, Fe, Ag e Ni em amostras de cigarro digeridos em
bloco digestor com mistura de HNOsz e H>O; (Silva, C. P. D. et al., 2014). Alternativamente,

métodos que se baseiam em extragdo também sdo descritos. Mohammadi et al. (2012) e
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Yilmaz et al. (2016) utilizaram métodos de extracao em fase s6lida para determinagdo de Cd,

Pb, Ni e Co em amostras de cigarro (Mohammadi et al., 2012; Yilmaz et al., 2016).

1.6. ASPECTOS SOBRE A BIOACESSIBILIDADE PULMONAR

A bioacessibilidade pulmonar pode ser definida como a gama de contaminantes
retidos em materiais particulados, aerossois e outros materiais inalantes que sao soluveis no
trato respiratério e, portanto, potencialmente disponiveis para absorcao (Pelfréne et al., 2012;
Cruz et al., 2015). A presenca de compostos soluveis e insoliveis em fluidos pulmonares
pode ocasionar processos inflamatorios, de forma que para compostos soliveis as reagdes
sdo mais rapidas. Dessa forma, a bioacessibilidade pulmonar pode também ser definida como
a solubilidade de metais em um ambiente de fluido pulmonar, que fornece uma estimativa da
quantidade de metal disponivel para absor¢do na corrente sanguinea, ou seja, a fragdo
biodisponivel (Julien et al., 2011).

Atualmente, a dificuldade associada a obtengdo de autorizagao junto aos Conselhos
de Etica é um entrave para o desenvolvimento de estudos in vivo, porém estabelecer
correlagdo entre os dados obtidos para cobaias pode ser também um desafio grande. Dessa
forma, para avaliar os riscos a satude decorrentes da exposicao por inalagdo de elementos
toxicos em meios ambientais, varios métodos in vitro que usam fluidos bioldgicos
pulmonares simulados foram desenvolvidos (Zhong et al., 2019). Os testes de
bioacessibilidade pulmonar in vitro se assemelham aos estudos para o trato gastrointestinal e
incluem extragdes usando solucdes semelhantes aos fluidos corporais humanos, que imitam
condic¢des bioquimicas do trato respiratorio (Cruz et al., 2015). O fluido lisossdmico artificial
(ALF, do inglés artificial lysosomal fluid) ¢ analogo ao fluido com o qual as particulas
inaladas entrariam em contato apds a fagocitose por macrofagos alveolares e intersticiais no
pulmao e representa o ambiente mais acido no pulmao. A solugdo de Gamble representa o
fluido liberado pelas células alveolares que preenchem o espaco entre essas células atuando
na reducdo da tensdo superficial da dgua nos pulmdes o que facilita as trocas gasosas. As
principais diferengas entre a solu¢do de Gamble e o ALF sdo o pH (o primeiro tem pH 7,4

enquanto o ALF tem pH 4,5) e o conteudo organico (o ALF tem conteudo organico muito
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maior que a solugdo de Gamble) (Daniels e Orgeig, 2003; Colombo et al., 2008; Mukhtar e
Limbeck, 2013; Cruz et al., 2015; Yu et al., 2018; Zhong et al., 2019).

A solucao de Gamble ¢ uma mistura de dgua e sais inorganicos incluindo cloretos,
carbonatos e fosfatos e pode ser considerada uma solugao padrao para liquido pulmonar, pois
a maior parte dos experimentos sdo realizados em pH fisiologico, com concentragdes de CO»
pulmonar (5% vol.) e temperaturas entre 25 e 37 °C (Takaya et al., 2006; Lima, 2012; Yu et
al., 2018). Em alguns estudos reportados pela literatura foi utilizada a solugdo de Gamble
para avaliagdo da fragdo bioacessivel de prata em solos urbanos (Cruz et al., 2015). Takaya
et al. (2006) investigou a dissolucao de 6xidos de terras raras e algumas ligas a base de itrio,
lantanio, cério e neodimio no liquido pulmonar simulado (Takaya et al., 2006). Julien ef al.
(2011) utilizou materiais certificados para investigar a bioacessibilidade de diversos metais
(Ba, Cd, Ce, Co, Cu, La, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sb e Zn) (Julien et al., 2011). Coufalik et al.
(2016) determinaram a presenga de Cd, Ce, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V e Zn em amostras de
aerossol urbano (Coufalik et al., 2016).

Tabela 2 — Composicao ionica da solugdo de Gamble (pH ajustado para 7,4).

Componentes Concentragio (g L)
MgCl,.6H,O 0,2033
NaCl 6,0193
KCl 0,2982
CaClL.2H.0 0,3676
NaSO4 0,0710
Na;HPO4 0,1420
NaHCOs3 2,6043
CH3COONa.3H;0O 0,9526
NazCe¢Hs507.2H20 (citrato de sodio) 0,0970

Fonte: Adaptado de (Coufalik et al., 2016).

Apesar do conhecimento dos niveis de metais toxicos na fumacga de cigarros
(Torjussen et al., 2003; Miranda et al., 2012; Pelit et al., 2013; Behera et al., 2014), poucos

trabalhos tém sido desenvolvidos para descrever a fragdo bioacessivel de metais toxicos na
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fumaca e em derivados inalaveis de tabaco. Dessa forma, considerando que uma parcela
significativa da sociedade ¢ dependente do tabaco torna-se importante o desenvolvimento de
estudos para avaliagdo e conhecimento da presenca de elementos-trago toxicos nas diferentes
partes dos cigarros, desde o tabaco in natura a fumaga. Tais estudos sdo importantes para
caracterizagdo e controle de qualidade dos produtos inseridos no mercado nacional e para
divulgacao cientifica a fim de conscientizar dependentes do tabaco com relacdo a importancia
e beneficios associados a interrup¢do do consumo de cigarros. Além disso, quando
correlacionados a ensaios de bioacessibilidade permitem conhecer a porcentagem de
contaminantes que podem, de fato, atingir o trato respiratorio causando risco as pessoas

expostas a esses produtos.

1.7. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Atualmente, diferentes técnicas instrumentais permitem a determinagdo de metais em
amostras complexas, porém diversas diretrizes internacionais como o CODEX Alimentarius
recomendam principalmente a utilizacao de técnicas espectrométricas (Codex, 1999). Dessa
forma, diferentes técnicas espectrométricas podem ser utilizadas para investigar a presenca
de elementos-traco em amostras de cigarro, como a espectrometria de absor¢do atomica
(AAS, do inglés Atomic Absorption Spectrometry) (Lisboa et al., 2020), a espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, do inglés Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) (Rubio Armenddriz et al., 2015) e a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (Zumbado et al., 2019). Nos tltimos anos,
as técnicas ICP-MS e ICP OES se popularizaram no cendrio cientifico para andlise de
amostras de cigarros por apresentarem-se como técnicas multi-elementares com baixos
limites de detecgdo e quantificagdo (Pérez-Bernal ef al., 2011; Behera et al., 2014; He et al.,
2015; Rubio Armendariz et al., 2015; Pinto et al., 2017; Zumbado et al., 2019). No entanto,
envolvem o uso de equipamentos com manutenc¢ao e custo relativamente elevados.

Nesse contexto, a AAS ¢ de grande aplicabilidade na determinagdo de elementos-
traco considerando a simplicidade, custo operacional e a confiabilidade dos resultados

obtidos (Evans et al., 2017). O principio fundamental da AAS envolve a medida da absorgao
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da intensidade da radiagdo eletromagnética, proveniente de uma fonte primaria, por &tomos
gasosos no estado fundamental. Assim, um elemento quimico pode ser determinado na
presenc¢a de outros, em uma amostra complexa. Para tanto, as amostras devem ser atomizadas
(decompostas em atomos), seja com a utilizacdo de uma chama ou através da atomizagao
eletrotérmica em um forno de grafite, dentre outras formas (Welz e Sperling, 1998; Harris,

2017).

Figura 5 — Esquema dos caminhos Opticos em um espectrometro de absor¢do atomica de

duplo feixe.
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Fonte: Adaptado de (Skoog et al., 2010).

A espectrometria de absorcdo atomica com forno de grafite (GF AAS, do inglés
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) atualmente, encontra-se bem
estabelecida e tem seu uso disseminado para a determinagdo de elementos que ocorrem em
baixas concentragdes em amostras ambientais, biologicas, clinicas e de alimentos. Os limites
de detecciio obtidos por GF AAS ficam na faixa de ug L™, estabelecendo-se entre os limites
obtidos pela ICP-MS, mais sensivel, e ICP OES. Quando comparada a espectrometria de
absor¢ao atdbmica com chama (F AAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry), a
GF AAS apresenta menor frequéncia analitica (Evans et al., 2017). Por outro lado, a técnica
baseia-se na introdugdo de um pequeno volume, na ordem de microlitros (< 50 pL), no
interior de um tubo de grafite que ¢, entdo, aquecido de tal forma que o solvente da amostra
¢ evaporado; precursores atomicos sao formados ainda no estado solido e, em seguida, ocorre

a atomizagdo do analito. Durante a atomizacdo, a nuvem atomica produzida no interior do
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tubo ¢ detectada e um sinal transiente, cuja area (ou altura) ¢ proporcional a concentragao do
analito da amostra, € produzido (Welz e Sperling, 1998; Skoog et al., 2010).

As caracteristicas exigidas pela GF AAS sdo completamente diferentes das requeridas
quando utilizado o modo chama. Tais caracteristicas instrumentais desejaveis para GF AAS
sdo estabelecidas no conceito STPF (do inglés, stabilized temperature platform furnace).
Destaca-se como parametros desejaveis o uso de eletronica digital de alta velocidade,
obten¢do do sinal de absorbancia atomica de forma integrada, o aquecimento homogéneo e
com taxa elevada do forno de grafite, uso de uma plataforma de grafite no interior do tubo,
uso de modificadores quimicos, interrup¢ao da inje¢ao do gas argonio durante o processo de
atomizacao, utilizacdo de tubo de grafite com revestimento pirolitico e compensagao do sinal
de fundo através da utilizagdo de corretores (Welz e Sperling, 1998).

Algumas interferéncias podem ser comuns em analises por GF AAS e normalmente
se devem a presencga da matriz da amostra, que pode causar elevado sinal de fundo na etapa
de atomizacdo. Além disso, perdas dos analitos podem ocorrer na etapa de pirdlise. Estas
interferéncias podem ser evitadas através da escolha correta das condi¢des de temperatura e
tempo do programa de aquecimento do forno de grafite, que permite eliminar grande parte
da matriz sem perda dos analitos anteriormente a etapa de atomizagio (Ozcan e Akman,
2000), assim como a utilizagdo de substancias que auxiliam no processo, chamadas de
modificadores quimicos. Essas substancias podem aumentar a estabilidade térmica do analito
de interesse possibilitando a utilizacdo de temperaturas de pirdlise mais elevadas e, assim,
permitindo a completa eliminagao de concomitantes (Welz e Sperling, 1998). O programa de
aquecimento do forno de grafite (principalmente em relagdo as temperaturas de pirdlise e
atomizagao) deve ser cuidadosamente estudado, pois cada elemento quimico presente em
uma determinada matriz possui temperaturas de pirdlise e atomizacao caracteristicas (Silva,

2004).

1.8. VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

As técnicas eletroanaliticas tém sido amplamente empregadas na quantificagdo de
espécies, organicas e inorganicas, em diferentes areas de estudos. Uma das mais importantes

caracteristicas relaciona-se ao fato destas técnicas possibilitarem o estabelecimento de
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relagdes diretas entre a concentracao do analito e alguma propriedade elétrica como corrente,
potencial, condutividade, resisténcia ou carga (Souza et al., 2003). Dentre as técnicas
destacam-se as voltamétricas que sao um grupo de técnicas interfaciais que envolvem a
aplicagdo de um potencial controlado ao longo do tempo em uma célula eletroquimica,
promovendo uma reacdo na interface do eletrodo com a solugdo analisada. Para tanto sdo
utilizados, no arranjo experimental, trés eletrodos: trabalho, referéncia e auxiliar. Através da
polarizacao do eletrodo de trabalho torna-se possivel a ocorréncia de reagdes de oxidagao-
reducdo que, ao se processarem, geram uma transferéncia de carga do eletrodo para a solugao
ou vice-versa, e essa transferéncia de carga gera uma corrente elétrica, que ¢ registrada em
func¢ao do tempo, ou em fungdo do potencial aplicado (Azevedo, 2019).

As técnicas voltamétricas se desenvolveram a partir da polarografia, que utiliza um
eletrodo gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho (Skoog et al., 2010). A polarografia
tornou-se popular no mundo, ganhando novos impulsos devido a possibilidade de pré-
concentrar as espécies eletroativas na gota de um eletrodo de mercurio, conferindo um
aumento significativo de detectabilidade. Esse processo de pré-concentracdo pode ser
estendido a outros eletrodos com aumento de sensibilidade na ordem de 100 a 1000 vezes e
diminuig¢ao do limite de deteccdo em 3 ordens de magnitude, atingindo concentragdes abaixo
de 10'° mol L. Dessa forma, com o desenvolvimento tecnologico a portatilidade,
simplicidade e o baixo custo instrumental aliados a sensibilidade e seletividade das técnicas,
proporcionaram inumeras aplicagdes analiticas (Mirceski et al., 2013).

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Squate Wave Voltammetry) ¢ uma
técnica voltamétrica de pulso, onde uma onda quadrada e simétrica de amplitude 4E,
sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada, caracterizada pela amplitude AE;
(incremento de potencial), largura a e periodo 7 € aplicada ao eletrodo de trabalho, conforme
ilustra a Figura 6A. As medidas de corrente sdo feitas no final dos pulsos diretos e reversos,
Figura 6B, e o sinal obtido ap6s a derivagdo ¢ dado como uma intensidade de corrente
resultante, apresentando excelente sensibilidade. O pico voltamétrico resultante apresenta
posicdo, largura e altura caracteristicos do tipo de sistema oxidag¢do-reducao avaliado (Souza

et al., 2003; Mirceski et al., 2013).
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Figura 6 — Representacao esquematica da forma de aplicacdo de potencial na voltametria de

onda quadrada.
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Fonte: Adaptado de (Mirceski et al., 2013).

Para sistemas reversiveis a SWV apresenta um aumento de sensibilidade consideravel
quando comparada as outras técnicas voltamétricas. Isso esta correlacionado ao fato da SWV
trabalhar com a diferenca das correntes anodicas (oxidagdo) e catodicas (reducdo) (Souza et
al., 2003; Cypriano et al., 2008; Mirceski et al., 2013), Figura 6C.

No que tange a determinagdo de metais em amostras de cigarro e seus derivados
utilizando técnicas eletroquimicas, poucos trabalhos sdo relatados na literatura cientifica.
Destacam-se os trabalhos onde foram utilizadas a SWV, a voltametria de pulso diferencial
com stripping anddico (DPASV, do inglés Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry)
e a polarografia de pulso diferencial (DPP, do inglés Differential Pulse Polarography)
(Dhaware et al., 2009; Unal e Somer, 2012; Palisoc et al., 2017). Dessa forma, torna-se
oportuno explorar as técnicas voltamétricas para descrever amostras de cigarro, tabaco e seus

derivados inseridas no mercado com relagdo a sua composi¢do quimica, com énfase na

presenca de metais toxicos (geralmente em baixas concentracoes).
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2. OBJETIVOS
2.1.0BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de estratégias para caracterizacao do
perfil de metais toxicos a nivel traco nas diferentes partes constituintes do cigarro e tendo

como foco de aplicacdo, os cigarros comercializados ilegalmente no Brasil.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Otimizar as condigdes experimentais para o preparo das amostras de cigarro
fracionadas em duas partes: pré queima, compreendendo o tabaco e filtro; e, pés queima,
compreendendo o filtro e as cinzas;

b) Otimizar os parametros instrumentais relativos a determinacdao de metais toxicos

utilizando a técnica GF AAS e a técnica SWV nas amostras mencionadas anteriormente;

c) Quantificar os elementos-traco nas diferentes partes do cigarro por GF AAS e por
SWV;
d) Coletar a por¢ao de fumaca ativa produzida por um dispositivo construido e que

permitiu simular a queima dos cigarros conforme as condigdes humanas para o ato de fumar;

e) Otimizar parametros instrumentais e quantificar elementos-traco presentes na fumaca
ativa por GF AAS e SWV;
f) Otimizar procedimento para obtengdo da fragdo bioacessivel de elementos-trago na

fumaga ativa;
g) Otimizar parametros instrumentais e quantificar elementos-trago presentes na fragao

bioacessivel da fumaga ativa por GF AAS e SWV.



CAPITULO 2 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS DE
PREPARO DE SUSPENSOES DE TABACO E INSTRUMENTAIS PARA
DETERMINACAO DE CHUMBO UTILIZANDO A ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos reagentes usados foram de grau analitico. As solu¢des foram preparadas com
agua deionizada (Elga Purelab Option-Q, model LA611), com resistividade maior ou igual a
18,2 MQ cm. Acido nitrico (HNO3 65% m/m, Sciavicco Comércio e Indastria Ltda P.A.,) e
o agente surfactante éter terc-octilfenilico de polietileno glicol (Triton X-100, Synth) foram
utilizados na etapa de tratamento das amostras. Os modificadores quimicos Pd(NO3), (Perkin
Elmer), Mg(NO3)> e as misturas de modificadores quimicos NH4H2POs + Mg(NO3)2 e
Pd(NO3)2 + Mg(NOs3), foram empregados para as otimizagdes instrumentais da GF AAS para
determinacao de Pb. Todas as vidrarias utilizadas foram descontaminadas em banho de acido
nitrico 10% v/v por 24 horas, em seguida enxaguadas com agua deionizada e secas em

temperatura ambiente.

3.2. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS

O é4cido empregado para o preparo das solugdes para analise por GF AAS foi
purificado em destilador de acidos subebuli¢ao Distillacid (Berghof, modelo BSB-939-IR)
com aquecimento por ldmpada de infravermelho (250 W).

Suspensdes foram preparadas com auxilio de banho ultrassénico (Unique, modelo
USC-3300, 220 W) com capacidade volumétrica de 9,5 L e frequéncia de operagao de 40
kHz. Foram utilizados frascos de polipropileno do tipo Falcon e temperatura ambiente.

Todas as medidas relativas ao Pb foram realizadas em um espectrometro de absor¢ao
atomica com forno de grafite (GF AAS) Thermo Scientific (modelo Solaar Serie M5, USA),
com aquecimento longitudinal e equipado com lampada de catodo oco (Photron Lamps,
USA). Foram usados tubos de grafite com revestimento pirolitico e as injegdes foram
realizadas de forma manual. As amostras de suspensdo foram homogeneizadas em agitador
tipo vortex (AV-2, Gehaka, 220 V), por um periodo de 30 segundos, imediatamente antes de

sua inje¢@o manual no atomizador.
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3.3. AMOSTRAS E PREPARO DAS AMOSTRAS
3.3.1. Obtenc¢do das Amostras de Cigarro

Foram adquiridas amostras de cigarro sob a forma de embalagens lacradas (magos)
no comércio local de Juiz de Fora e Conselheiro Lafaiete, Minas Gerais, entre os anos de
2016 € 2017. Os trabalhos foram conduzidos com um total de doze amostras, sendo todas de
cigarros de origem ilicita no Brasil.

E importante destacar que no momento da aquisi¢io das amostras (marcas: San
Marino-PAR, Euro-PAR, US-PAR, Blitz-PAR, Hobby-PAR, Madison Azul-PAR, Madison
Vermelho-PAR, R7 Azul-PAR, R7 Vermelho-PAR, Gift-PAR, Outback-BRA ¢ Eight-PAR)
todas eram consideradas ilegais. Porém, de acordo com o Registro de Produto Fumigeno da
Anvisa, atualizado em 2020, algumas marcas foram registradas posteriormente a aquisi¢ao

(Brasil, 2020b).

3.3.2. Pré-tratamento das Amostras

As amostras de tabaco, codificadas de T-1 a T-12, foram secas em estufa (Odontobras
EL 1.3, Brasil) com temperatura controlada para (45 + 5) °C por 48 horas. Apos esse periodo
as amostras foram pulverizadas com auxilio de pistilo e almofariz de agata até a obtencao de
um po finamente dividido. As amostras foram peneiradas em malha com granulometria de
63 um e acondicionadas em frascos de acrilico previamente descontaminados em banho de
acido nitrico 10 % v/v, conforme mostrado na Figura 7 a seguir. Destaca-se que

aproximadamente 5% das amostras (material fibroso) ficaram retiradas na peneira.
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Figura 7 — (A) Amostra de tabaco antes do pré-tratamento; e, (B) amostra de tabaco apds o

pré-tratamento.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

3.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras de tabaco foram caracterizadas com relagdo a distribui¢cdo de tamanho
médio das particulas apos pulverizagao, utilizando um microscopio eletronico de varredura
(SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) com aumento Optico de 300x (Hitachi,
modelo TM 3000, Japao). As amostras, previamente pulverizadas, foram dispersas sobre uma

fita de carbono disposta sobre o autoamostrador do SEM e as medidas foram realizadas.

3.3.4. Preparo das Suspensoes

Para otimizagao do método de preparo de suspensdes foram aplicados planejamentos
de experimentos, os quais tem como objetivo reduzir o gasto de reagentes e investigar a
significancia das varidveis envolvidas. Foi utilizado um planejamento Box Behnken, 3°. Na
Tabela 3 a seguir estdo os fatores, niveis e codificacdes do planejamento além da ordem dos

ensaios realizados.
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Tabela 3 — Matriz do planejamento fatorial Box Behnken, 3°, contendo os ensaios

realizados e sua ordem de execugdo para otimizagdo das condi¢des de preparo da suspensao

de tabaco. Parametros: X — concentracao de HNOs: nivel -1 (0% v/v), nivel 0 (7,5% v/v) e

nivel +1 (15% v/v); X2 — concentracao de Triton X-100 nivel -1 (0% v/v), nivel 0 (0,5%

v/v) e nivel +1 (1% v/v); X3 — tempo de sonicagdo em banho ultrassonico: nivel -1 (0 min),

nivel 0 (15 min) e nivel +1 (30 min).

Ensaio Ordem X1 X2 X3
1 13° -1 -1 0
2 8° 1 -1 0
3 9° -1 1 0
4 14° 1 1 0
5 10° -1 0 -1
6 5° 1 0 -1
7 7° -1 0 1
8 11° 1 0 1
9 4° 0 -1 -1
10 12° 0 1 -1
11 15° 0 -1 1
12 2° 0 1 1
13 3° 0 0 0
14 1° 0 0 0
15 6° 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

As suspensdes foram preparadas para volume final de 4,0 mL, utilizando uma razao

final de massa de

1,4% m/v.

Utilizou-se tubos

de polipropileno previamente

descontaminados em banho de acido nitrico 10% v/v para o preparo e acondicionamento das

suspensoes.
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3.4. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Utilizou-se o espectrometro de absor¢do atomica disponivel no Departamento de
Quimica. O espectrometro estava equipado com lampada de catodo oco de chumbo operando
com corrente maxima de 4 mA, fenda espectral de 0,5 nm e comprimento de onda de 217,0
nm e sistema de corre¢do de fundo de fonte continua (Iampada de deutério).

Foram realizados testes avaliando a necessidade de utilizacdo de modificadores
quimicos bem como a otimizacdo das temperaturas de pirolise e de atomizagdo para as

amostras de tabaco.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. PREPARO DE AMOSTRAS — SUSPENSOES DE TABACO

Em analise elementar a maioria das matrizes organicas e inorganicas requerem a
dissolugao parcial ou total das amostras antes da analise instrumental. Dessa forma, o preparo
de amostras € uma etapa que exige cerca de 60% do tempo total de analise e € responsavel
por pelo menos 30% do erro analitico (Oliveira, 2003).

As determinagdes de metais toxicos em diferentes tipos de amostras tém sido
tradicionalmente realizadas por digestdo com acidos ou misturas acidas e, entdo, medindo os
elementos por uma técnica instrumental adequada. Durante o inicio do desenvolvimento
deste projeto, o forno micro-ondas disponivel no Departamento de Quimica, encontrava-se
em periodo de manuten¢do. Entdo, como alternativa de contorno, métodos de preparo de
amostras alternativos foram considerados, como a otimiza¢do de um método baseado na
preparagdo de suspensdes em meio acido.

A analise de suspensdes tem sido proposta como alternativa para os métodos de
decomposicao das amostras, pois conjuga satisfatoriamente as vantagens da amostragem de
solidos (reducdo do tempo de preparo da amostra, minimiza¢ao dos riscos de contaminagao,
menor consumo de acidos concentrados e perdas de analitos por volatilizagdo) e amostragem
em fase liquida (facil distribuicdo da amostra no atomizador além da possibilidade de
dilui¢do). Uma outra vantagem se remete a possibilidade de calibragdo realizada também por
solucdes padrdo aquosas (Scaccia e Mecozzi, 2012).

Neste sentido, diversas variaveis devem ser controladas para estabelecer as condi¢des
experimentais apropriadas para analises de suspensdes, como por exemplo: a solugdo
diluente das suspensdes, agentes estabilizadores, sistema de homogeneizacdo, tamanho de
particula e propor¢cao de massa de amostra e volume de diluente, entre outras. Assim, as
técnicas quimiométricas mostram-se muito Uteis para otimizar essas condigdes (Cal-Prieto et
al., 2002).

O tamanho das particulas do material s6lido tem papel decisivo na estabilidade das
suspensdes durante a aspiracao, transporte e introdugdo da amostra, assim como na eficiéncia
da atomizagao. Alguns autores sugerem que o tamanho médio de particulas ndo exceda 30

um para a introdugao de suspensdes em GF AAS, porém Miller-Ihli sugere que a analise
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direta de suspensdes por essa técnica pode tolerar particulas com até 500 um em alguns casos
(Miller-Ihli, 1990). Para as amostras de tabaco verificou-se na imagem obtida por SEM,
mostrada na Figura 8, que o tamanho médio das particulas obtidas apds os processos de

pulverizagdo e peneiramento foi inferior a 65 pm.

Figura 8 — Microfotografia obtida por microscopia eletronica de varredura para uma
amostra de tabaco. Parametros: tensao de aceleragdo: 15 kV; ampliagdo: 300x; distancia de

trabalho: 6 mm; corrente de emissao: 34,2 puA; corrente do filamento: 1750 mA.

x ‘ 5 |

NEEM-UFJF 2017/06/28 AL D45 x300 300 um
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para manutencao da estabilidade das suspensdes, além do cuidado com a densidade
e tamanho de particulas, geralmente recomenda-se a utilizagdo de agentes tixotropicos. O

Triton X-100 frequentemente ¢ usado, porém sua capacidade ¢ dependente das caracteristicas
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da amostra e das propriedades das particulas. Na literatura encontram-se dados relativos a
utilizacdo deste em concentragdes que variam de 0,05 a 1% v/v.

O 4cido nitrico ¢ o diluente mais utilizado para obtencao de suspensdes nao sé por
atuar como um meio propriamente dito para suspensdo, mas também como extrator de
analitos metélicos. Além de agente oxidante pode ser considerado um agente modificador,
pois auxilia no processo de mineralizacdo das amostras durante as etapas do programa de
aquecimento do tubo de grafite, minimizando assim os efeitos de matriz ¢ a formagao de
residuos carbonaceos dentro do atomizador. Isso melhora a precisdo das analises e favorece
a estabilidade da suspensao (Krug e Rocha, 2016).

Para a homogeneizacao das suspensdes optou-se por variar diferentes tempos de
agitacdo, de 0 a 30 minutos, em banho ultrassonico. Destaca-se a agitacao ultrassonica na
etapa de amostragem, que também proporciona extragao parcial ou total de muitos analitos
da fase solida para fase liquida (Krug e Rocha, 2016). A propor¢do de massa de amostra e
volume de diluente baseou-se nas referéncias para a digestdo acida em forno micro-ondas
(He et al., 2015; Zumbado et al., 2019), fixando-se a mesma em 1,4 % m/v.

A partir dos diferentes ensaios realizados de acordo com a Tabela 3, foram feitas as
determinacdes de chumbo por GF AAS, obtendo-se valores de absorbancia média, para as
medidas realizadas em triplicata. Na Tabela 4 estdo representadas a matriz X e a matriz Y,
as quais foram utilizadas para os célculos dos coeficientes do modelo do planejamento

fatorial.
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Tabela 4 — Matriz X e matriz Y referentes ao planejamento Box Behnken realizado para
preparar suspensdes de tabaco. Resposta observada: absorbancia média (n = 3).
Matriz X Matriz Y
Xo X1 X2 X3 XiXi X2Xz XsX3 XiXz2 XiX3 X:2X3  Absorbéancia (s)
1 -1 -1 0 1 1 0 1 0 0 0,0635 + 0,0080

1 1 -1 0 1 1 0 -1 0 0 0,3976 + 0,0207
1 -1 1 O 1 1 0 -1 0 0 0,2306 + 0,0203
I 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0,2952 £ 0,0255
I -1 0 -1 1 0 1 0 1 0 0,2227+0,0192
1 1 0 -1 1 0 1 0 -1 0 0,3504 + 0,0080
I -1 0 1 1 0 1 0 -1 0 0,1642 +£0,0189
I 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0,3398 £0,0226
I 0 -1 -1 O 1 1 0 0 1 0,3603 £0,0119
1 0 1 -1 O 1 1 0 0 -1 0,2223 +£0,0179
1 0 -1 1 0 1 1 0 0 -1 0,4149 £+ 0,0363
1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0,3122 +0,0203
I 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0,3023 +£0,0108
I 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0,3952 £ 0,0277
I 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0,3431 +0,0332

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Com auxilio do software Excel foi possivel determinar os coeficientes de cada fator
e da interagdo entre eles, além das respectivas variancias e significancia com 95% de

confianga, através dos produtos matriciais descritos nas Equagdes 1, 2 e 3.

b=X"X)"1(xTY) (Equagdo 1)
vy =V (XTX) 1a?) (Equacao 2)
IC =Db %ty (Equagao 3)

onde b é a matriz dos estimadores do modelo, X é a matriz X, X7 é a matriz transposta de X,

(XTX)! ¢ a matriz inversa do produto matricial da matriz transposta de X pela matriz X, Y é



a matriz Y, v € a matriz das incertezas dos estimadores, o

2
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¢ a variancia dos erros, IC é o

intervalo de confianga dos efeitos e ¢ ¢ o pardmetro da distribui¢do de Student.

Na Tabela 5, a seguir, estdo os valores dos coeficientes do modelo com seus

respectivos intervalos de confianga a um nivel de 95 % de significancia.

Tabela 5 — Coeficientes e intervalo de confianga dos estimadores do modelo do

planejamento Box Behnken a 95% de significancia (¢:2;0,025) = 4,303).

Intervalo de confianca

Estimadores
b — vy b + v
bo 0,3468 0,2312 0,4625
by 0,0878 0,0169 0,1586
bz -0,0220 - 0,0928 0,0488
bs 0,0094 -0,0614 0,0803
b -0,0791 -0,1834 0,0251
b2z -0,0210 -0,1252 0,0833
b33 0,0016 -0,1027 0,1058
b1z -0,0674 -0,1676 0,0328
bis 0,0120 - 0,0882 0,1121
b3 0,0088 -0,0913 0,1090

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

A partir da Tabela 5 foi possivel verificar que apenas o estimador do modelo

relacionado a concentracdo de HNO3 se mostrou significativo para o modelo, uma vez que

ndo contém o zero em seu intervalo de confianca. O estimador relativo a concentragdo de

Triton X-100 apresentou influéncia negativa, apesar de nao ser significativo, enquanto que o

tempo de sonicagao foi positivo. Dessa forma, esses fatores foram fixados no nivel baixo e

médio, respectivamente. Em seguida, aplicou-se a andlise de varidncia (ANOVA) para o

modelo estudado, onde verificou-se que ndo houve evidéncias de falta de ajuste a 95% de

confianca, dado que os valores de Facuiado foram menores que o Fpelado, Tabela 6. Sendo

assim, construiu-se as superficies de resposta para o modelo (Figura 9), evidenciando que o

mesmo foi altamente significativo, podendo assim ser utilizado para fins de previsao.
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Tabela 6 — Valores estatisticos para analise de variancia do modelo de preparo de suspensao
para determinagdo de chumbo em tabaco por GF AAS. Falta de ajuste: Ferisico = 19,16;

significancia: Feririco = 0,287.

Falta de % Maxima % Maxima de
Significancia
Ajuste Explicada Variacao Explicavel
Fcatcutado 2,845 2,66 82,7% 96,7%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

De acordo com a Figura 9, observa-se que em ambas as superficies de resposta existe
uma tendéncia de aumento significativo do sinal analitico com o aumento da concentracdo
de acido nitrico. Na Figura 9A essa tendéncia ¢ apontada em concentragdes minimas de
Triton X-100, enquanto na Figura 9B o tempo de sonicacdo exerceu pouca ou nenhuma
influéncia sobre o aumento do sinal analitico. Logo, a condicao de preparo das suspensdes
para determina¢do de Pb em amostras de tabaco por GF AAS foi defina com razao da massa
de amostras e volume de solucdo diluente de 1,4% m/v, concentragdo da soluc¢do diluente de
HNO3 de 15% v/v e 15 minutos de sonica¢do em banho ultrassom, sem a necessidade de se

utilizar o Triton X-100.



66

Figura 9 — Superficies de resposta obtida para o planejamento Box Behnken 3° para
otimizagao de preparo de suspensdes de tabaco com: (A) variavel X3 (tempo em banho
ultrassonico) fixada no nivel médio (15 min de agitacdo); (B) variavel X» (concentragao de

Triton X-100) fixada no nivel inferior (sem adicao de surfactante).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Dessa forma, a Figura 10 apresenta o aspecto visual de uma suspensao de tabaco de
uma das amostras, obtida apds o processo de preparo baseado nas condigdes experimentais

otimizadas pelo planejamento do tipo Box Behnken, 3°.

Figura 10 — Aspecto visual da suspensdo de tabaco de uma das amostras apos o

procedimento de preparo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).
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4.2. OTIMIZACAO INSTRUMENTAL PARA DETERMINACAO DE CHUMBO
NAS AMOSTRAS DE SUSPENSAO DE TABACO

Pode-se considerar que a primeira etapa da otimizagdo instrumental para o
desenvolvimento de métodos por GF AAS ¢ a avaliagdo da necessidade de utilizacdo de
modificadores quimicos. Os modificadores quimicos sdo empregados com finalidade de
reduzir, ou mesmo eliminar, interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes
presentes na amostra. A funcdo do modificador quimico ¢ transformar o analito em uma
forma quimica mais estdvel e/ou converter os concomitantes em formas quimicas mais
volateis, permitindo que temperaturas mais elevadas sejam empregadas durante a pirélise
promovendo a separacdo analito-matriz, sem com isso, afetar a atomizacao do analito de
interesse (Welz e Sperling, 1998; Oliveira et al., 2006).

A verificacdo da necessidade de utilizagdo do modificador quimico foi através da
variagdo dos sinais de absorbancias para as amostras na forma de suspensao analisadas em
diferentes temperaturas de pirdlise com e sem a adi¢do do modificador quimico seguindo,
inicialmente, o programa de aquecimento indicado pelo software do equipamento e disposto
na Tabela 7. Foi preparada uma amostra de estudo para que a mesma fosse representativa
para a matriz de interesse. Dessa forma, essa amostra “mistura” consistiu em pesar
aproximadamente 500 mg de cada amostra previamente pulverizada e com o tamanho de
particula pré-definido (mediante a peneiramento). A amostra “mistura” foi utilizada para
preparar as suspensdes em meio acido conforme o procedimento otimizado e descrito

anteriormente.

Tabela 7 — Programa de aquecimento fornecido pelo sofiware SOLAAR para determinagao

de Pb por GF AAS.
Etapa Temperatura Tempo Rampa de Aquecimento Vazio de Gas, Ar
°O) (s) (°C/s) (L/min)
Secagem 100 30 10 0,2
Pir6lise 800 20 150 0,2
Atomizagao 1200 3 0 -
Limpeza 2500 3 0 0,2

Fonte: Adaptado de (Solaar Software Control).
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Foram avaliados individualmente os modificadores nitrato de paladio e nitrato de
magnésio, além da mistura de ambos. E, de acordo com os dados obtidos na Grafico 2, fica
evidente que o Pd(NOs3)2, quando presente, exerce maior influéncia como modificador
quimico para as amostras na forma de suspensoes. Além disso, quando misturado a amostra
0o Mg(NO3)2, em conjunto com o Pd(NO3),, foram obtidos valores de absorbancia
ligeiramente superiores para temperaturas de pirdlise variando de 900 a 1100 °C. Desta
forma, a mistura de nitrato de palddio e nitrato de magnésio foi escolhida para o

prosseguimento dos testes.

Grafico 2 — Curvas de pirolise em fun¢ao de diferentes modificadores quimicos para
determinacao de chumbo em suspensdes de tabaco, em meio acido, por GF AAS utilizando

o programa de aquecimento disposto na Tabela 7.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Na literatura sdo descritos alguns estudos envolvendo o planejamento de
experimentos para otimizag¢do de modificadores quimicos e diferentes amostras (Arambarri
et al., 2000; De Amorim et al., 2006; Alvarez e Carrillo, 2012). Dessa forma, foi realizado
um planejamento fatorial 32 com triplicata no ponto central para otimiza¢io das massas de
modificadores quimicos utilizados na suspensao de tabaco. Na Tabela 8 estdo dispostas as

matrizes e a ordem de realizagao dos experimentos.
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massa de modificadores quimicos empregados para determinagao de chumbo por GF AAS

em amostras de suspensdo de tabaco. Parametros: X; — massa de Mg(NO3), variando de 1

ug (nivel -1) a 9 pg (nivel +1); X — massa de Pd(NO3); variando de 1 pg (nivel -1) a9 pg

(nivel +1).
Matriz X Matriz Y
Xo X1 X2 XiXi X2X2 XiXz Ordem  Absorbancia (s)
I -1 -1 1 1 1 11° 0,4293 £0,0180
I -1 0 1 0 0 4° 0,3650 + 0,0166
I -1 1 1 1 -1 1° 0,3995 + 0,0249
1 0 -1 0 1 0 10° 0,4576 £ 0,0293
1 0 0 O 0 0 3° 0,2908 +0,0122
1 0 1 0 1 0 2° 0,3729 + 0,0080
1 1 -1 1 1 -1 5° 0,4724 +0,0192
I 1 0 1 0 0 9° 0,3243 +0,0192
1 1 1 1 1 1 8° 0,4189 +0,0107
1 0 0 O 0 0 7° 0,3266 + 0,0334
1 0 0 O 0 0 6° 0,3091 £ 0,0144

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

De maneira similar ao planejamento Box Behnken foi possivel determinar os

coeficientes de cada fator e da interagdo entre eles, além das respectivas variancias e

significancia com 95% de confianga, através dos produtos matriciais descritos nas Equacdes

1, 2 e 3, como mostrado na Tabela 9.
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Tabela 9 — Coeficientes e intervalo de confianc¢a dos coeficientes do modelo a 95% de

significancia (¢:2;0,025) = 4,303).

Intervalo de confianca
Coeficientes

b—tvy b+tyy,
bo 0,4414 0,1148 0,7681
by 0,0011 -0,2588 0,2611
b -0,0278 -0,2878 0,2322
b -0,0280 -0,4281 0,3720
b2 -0,0868 -0,4869 0,3132
b1z 0,0266 -0,2918 0,3450

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

A partir da Tabela 9 verificou-se que nenhum dos dois fatores avaliados mostraram-
se significativos, porém aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) para o modelo avaliado.
Verificou-se que ndo houve evidéncias de falta de ajuste a 95% de confianga, dado que os

valores de Faiculado foram menores que 0 Fiapelado, conforme disposto na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores estatisticos para analise de variancia do modelo de avaliagao das
massas de modificadores quimicos para determinagao de chumbo por GF AAS em

suspensdes de tabaco. Falta de ajuste: Feriico = 19,16; significancia: Feriico = 0,198.

Falta de % Maxima % Maxima de Variacao
Significancia
Ajuste Explicada Explicavel
Fcatcutado 2,351 7,77 99,3% 99,8%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Com base na superficie de resposta disposta na Figura 11, as massas dos
modificadores quimicos foram fixadas proximas ao ponto central, 4,5 ug de PA(NOs) e 4,5
ug de Mg(NOs),. Dessa forma, preparou-se uma solugdo com concentragdo de 0,9 g L™ de
PdA(NO3)2 e de Mg(NOs): e, para cada aliquota injetada (20 pL) foram adicionados 5 pL de

solucdo modificadora. A partir desse ponto, com objetivo de avaliar as melhores condi¢des
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do programa de aquecimento utilizado para a quantificagdo de chumbo em amostras de
suspensao de tabaco, foi realizada a construgao e analise das curvas de pirdlise e atomizacao

em funcdo do sinal analitico obtido.

Figura 11 — Superficie de resposta para o planejamento fatorial 3% para otimizacao das

massas de modificador quimico para determinagdo de Pb por GF AAS.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

Os estudos das temperaturas de pirdlise e atomizagao foram realizados em uma faixa
de temperatura de 900 a 1650 °C, variando-se a temperatura em intervalos de 100 °C.
Inicialmente variou-se a temperatura entre 900 e 1400 °C a fim verificar a temperatura 6tima
de pirdlise, ponto com maior sinal analitico. A pirdlise € uma importante etapa, considerada
até mesmo como uma forma de pré-tratamento da amostra in situ, e ¢ empregada para
eliminar componentes organicos € inorganicos da matriz sem que ocorra perdas significativas
do analito. Uma vez fixada a temperatura de pirdlise, procedeu-se de maneira similar para
otimizacao da temperatura de atomizagao.

Uma vez que toda a aliquota introduzida no forno de grafite ¢ atomizada, um sinal
dependente do tempo em forma de pico ¢ gerado e sua area (absorbancia integrada) ¢
proporcional a massa de analito na solu¢do de medi¢ao (Welz e Sperling, 1998). Na Grafico
3 ¢é possivel verificar que para as curvas de pirdlise e atomizagdo de chumbo para as
suspensoes de tabaco a temperatura de pirdlise e atomizagao podem ser definidas como 1250

e 1450 °C, respectivamente.
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Grafico 3 — Curvas de pir6lise e atomizacao para a determinagdo de chumbo por GF AAS
em amostras de suspensdo de tabaco. Temperatura de pir6lise variando de 900 a 1400 °C e
temperatura de atomizagao variando de 1250 a 1650 °C. Modificador quimico: 4,5 pg de
PdA(NO3): e 4,5 ug de Mg(NO3)s.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Durante a otimiza¢do das condi¢des experimentais de preparo das suspensoes
analiticas, a manutencdo do forno micro-onda foi finalizada. Iniciou-se entdo a otimizagdo
das condicdes de preparo de amostra através da digestao acida assistida por radiagao micro-
ondas que serd melhor descrita no proximo Capitulo. Foram, entdo, realizadas comparacdes
das condicdes instrumentais de analise obtidas para as amostras de suspensoes e de digestao
total.

Para isso, de maneira semelhante ao descrito para a suspensdo de tabaco, foram
otimizadas as temperaturas de pir6lise e atomizacdo para as amostras digeridas em meio
acido e utilizou-se Mg(NO3)> como modificador quimico, que mostrou-se mais adequado em
um teste prévio (ndo mostrado). As curvas de pirdlise e atomizagdo para as amostras digeridas

estdo dispostas no Grafico 4 a seguir.
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Grafico 4 — Curvas de pirolise e atomizagao para determinagao de chumbo por GF AAS em
amostras de tabaco digeridas em meio acido com aquecimento por radiagdo micro-ondas.
Temperatura de pirolise variando de 700 a 1100 °C e temperatura de atomizagdo variando

de 900 a 1400 °C. Modificador quimico: 3,0 pg de Mg(NO3)s.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para as amostras de tabaco digeridas em micro-ondas, foi possivel obter uma
condi¢do de compromisso considerando-se as curvas de pir6lise e atomizacao de uma solugao
padrao avaliada sob as mesmas condigdes. As temperaturas Otimas de pirdlise e de
atomizacdo foram definidas como 800 e 1200 °C, respectivamente.

Ao final do processo de otimizacao das temperaturas de pirdlise e atomizacao obteve-
se os programas de aquecimento do forno de grafite para as suspensoes analiticas e para a
solugdes digeridas como descrito na Tabela 11. Destaca-se que o sistema operacional do
espectrometro disponivel no Departamento de Quimica apresenta uma camera de video
ajustada no caminho Optico permitindo acompanhamento simultaneo das etapas do programa
de aquecimento e, além disso, ndo foram observados comportamentos anomalos como, por
exemplo, projecdo ou respingos de amostras devido as rampas de aquecimento.

Contudo, durante a etapa de validacdo do método analitico, o corretor de fundo do
espectrometro de absor¢do atdmica, lampada de deutério, apresentou defeito inviabilizando

a conclusao desta etapa.
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Tabela 11 — Programa de aquecimento otimizado para determinacdo de Pb em amostras de

suspensao e amostras digeridas de tabaco por GF AAS.

Etapa Temperatura Tempo Rampa de Fluxo de Gas, Ar
°O) (s) Aquecimento (°C/s) (L/min)
Secagem 100 30 10 0,2
Pirdlise 12507, 800° 25 150 0,2
Atomizagao 14507, 1200° 3 0 -
Limpeza 2500 3 0 0,2

a Suspensdes de tabaco; ° solugdes digeridas em micro-ondas.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

Os resultados até entdo obtidos se mostram interessantes ¢ justificam dados
disponiveis na literatura. Conforme esperado, a temperatura de pirdlise requerida para a
suspensao de tabaco ¢ significativamente superior que para a solugdo digerida, uma vez que
a propria matriz das amostras desempenha papel semelhante ao modificador quimico
evitando as perdas dos analitos durante a execucao do programa de aquecimento. Enquanto
que, na solucao digerida, a matriz ¢ decomposta previamente no forno micro-ondas com
auxilio do reagente acido e, dessa forma, torna-se necessaria uma temperatura de pirolise

menor para eliminagdo dos componentes organicos e inorganicos residuais.
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S. CONCLUSOES PARCIAIS E PERSPECTIVAS

Foi possivel otimizar um método de preparo de suspensdes visando a determinagao
de chumbo em amostras de tabaco utilizando a espectrometria de absor¢ao atdbmica com forno
de grafite. As condigdes instrumentais foram também estudadas e comparadas com as
condig¢des obtidas para solucdes das mesmas amostras digeridas em micro-ondas.

Verificou-se diferengas, ja esperadas, entre as temperaturas de pirdlise e atomizagao
dos dois métodos de preparo de amostras. As temperaturas de pirdlise foram 1250 e 800 °C,
enquanto as temperaturas de atomizagao foram 1450 e 1200 °C para as amostras de tabaco
em suspensdo e digeridas, respectivamente.

Infelizmente, no decorrer do desenvolvimento do trabalho o espectrometro de
absorcdo atomica disponivel apresentou problemas técnicos requerendo manutencdo. O
equipamento, ainda no ano de 2019, apresentou falhas também no sistema de resfriamento
do forno de grafite. Dessa forma, tornou-se inviavel a conclusdo desses estudos. Nesse
contexto, vale ressaltar que a determinagdo de Pb, um elemento que apresenta linha de
ressonancia abaixo de 300 nm, requer o funcionamento da ldmpada de deutério para garantir
medidas livres de absor¢do molecular. Por isso, os problemas técnicos manifestados em
ambos, sistema de correcao de fundo e no chiller, impediram a finalizagao desse estudo, a

qual se torna uma perspectiva futura para esta parte do trabalho.
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6. PRODUCAO TECNICA

O Essa parte da tese foi apresentada no XXXII Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica de Minas Gerais (XXXII ERSBQ-MG) realizado na cidade de Juiz de
Fora, Minas Gerais, entre os dias 9 e 11 de novembro de 2018. O trabalho intitulado
“Diferentes estratégias para o preparo de amostra e otimizagao instrumental na determinagao
de chumbo em tabaco por GF AAS” foi apresentado de forma oral, como Flash Presentation,

na secao de Quimica Analitica.
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CAPITULO 3 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS DE
PREPARO DE AMOSTRAS POR DIGESTAO ASSISTIDA POR RADIACAO
MICRO-ONDAS E INSTRUMENTAIS PARA DETERMINACAO DE CROMO
UTILIZANDO A ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO
DE GRAFITE
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. REAGENTES E SOLUCOES

Adicionalmente aos reagentes e solucdes descritos no item 3.1, do Capitulo 2, foi
utilizado acido cloridrico (HCI 37% m/m, Vetec P.A.) na etapa de tratamento das amostras.
As curvas analiticas foram preparadas a partir de dilui¢ao das solugdes padrao estoque 1000

mg L de Cr (Qhemis High Purity) em meio de 4cido nitrico 2% v/v.

7.2. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS

As digestdes das amostras foram realizadas empregando digestor de micro-ondas
SpeedWave 4 (Berghof, Germany) equipado com gerador de micro-ondas com poténcia de
1450 W e controle de temperatura e pressdo. Foram utilizados 12 frascos de alta pressao
(DAP-30) e 12 frascos de baixa pressio (DAP-60), ambos de Teflon-PTFE
(politetrafluoretileno). Os frascos recebem essa denominacao de fabrica e suportam pressoes

maximas de 60 bar (DAP-30) e 30 bar (DAP-60).

7.3.ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA

As amostras de tabaco foram caracterizadas através de uma analise de screening
(varredura analitica) utilizando a espectroscopia de energia dispersiva (EDS, do inglés
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) com aumento 6ptico de 1500x (Bruker Nano GmbH,

modelo Quantax 70, Germany).

7.4. PREPARO DE AMOSTRAS
7.4.1. Pré-tratamento das Amostras

As amostras de cigarro adquiridas foram divididas em duas partes, uma para a

realizagdo dos experimentos envolvendo a parte pré-queima e outra para a parte pos-queima,
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conforme mostrado na Figura 12. Nesse sentido, os cigarros foram fracionados separando-se
o papel, o filtro (codificados como FV-1 a FV-12, para filtros pré-queima; e, FU-1 a FU-12,
para filtros pds-queima), o tabaco, ja mencionados anteriormente, e as cinzas (codificadas

como C-1 a C-12).

Figura 12 — Amostras pré-queima (A) tabaco e (B) filtro de acetato de celulose, e amostras

po6s-queima (C) cinzas e (D) filtro de acetato de celulose.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para obtengao das fragdes definidas como pds-queima, os cigarros passaram por um
processo simulado de queima envolvendo condi¢des simuladas e pré-definidas como: volume
de tragada, duragdo da tragada e intervalo de tempo entre as tragadas. Estes parametros sao
regulados pela Organizagdo Internacional da Padronizagdo (ISO 3308:2012, do inglés
International Organization for Standardization) (ISO, 2012), e estao definidos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Parametros de queima simulada de cigarros utilizados para obtencao das

fracdes pos-queima (filtro, cinzas).

Volume de tragada (mL) Tempo de duracio (s) Intervalo entre tragadas (s)

35 2 60

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Tais parametros foram reproduzidos utilizando um arranjo instrumental como

ilustrado na Figura 13.

Figura 13 — Arranjo instrumental construido para obtencao das fragdes pos-queima: (a)

seringa de 60 mL; (b) duto condutor; e, (c) placa de Petri.

(b} (a)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para as amostras de tabaco e cinzas, foram preparadas amostras misturas (como
mencionado no Capitulo anterior) a fim de realizar as etapas de otimizagao instrumental. As
demais amostras, em func¢ao da dificuldade de se obter misturas homogéneas, optou-se por

realizar o tratamento diretamente sobre uma amostra escolhida de forma randdémica.

7.4.2. Digestio Acida Assistida por Radiacio Micro-ondas

As amostras de tabaco foram digeridas mediante digestdo acida e radiacdo micro-
ondas adaptando-se métodos empregados na literatura com o método sugerido pelo software

operacional do digestor (He et al., 2015; Zumbado et al., 2019); o programa de aquecimento
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utilizado est4 disposto na Tabela 13. Foram pesados aproximadamente 150 mg de amostra
seca diretamente no frasco DAP-30 e adicionou-se 6 mL de HNO3; 65% v/v, previamente
destilado. As amostras digeridas foram avolumadas para 10,00 mL em baldes volumétricos
e transferidas para tubos de polipropileno, do tipo Falcon, previamente limpos e estocadas

em temperatura ambiente.

Tabela 13 — Programa de aquecimento do forno micro-ondas empregado para digestao

acida de amostras de tabaco e cinzas.

Temperatura Tempo de Alcance Tempo de Poténcia (W)
(°O) - Rampa (min) Residéncia (min)
140 5 5 1305
180 4 10 1305
200 4 10 1305

Fonte: Adaptado de (He et al., 2015; Zumbado et al., 2019; Berghof SpeedWave 4).

As amostras de filtro pré-queima e pos-queima foram preparadas seguindo o
programa de aquecimento disposto na Tabela 14 a seguir. Este programa ¢ uma adaptagao do
método desenvolvido por Mimura et al. (2017), utilizado para digestao de filtros de acetato
de celulose (Mimura et al., 2017). Os filtros dos cigarros foram pesados diretamente nos
frascos DAP-60, obtendo-se as massas médias de 100 e 110 mg para os filtros pré-queima e
poés-queima, respectivamente. Adicionou-se 6 mL de agua régia (AR) (HCI : HNO3, 3 : 1
v/v) diluida (AR : H20O, 1 : 2 v/v). As amostras digeridas foram avolumadas para 10,00 mL

em baldes volumétricos e transferidas para tubos de polipropileno previamente limpos.

Tabela 14 — Programa de aquecimento do forno micro-ondas utilizado para digestao acida

de amostras de filtro.

Temperatura Tempo de Alcance Tempo de Poténcia (W)
°0O) - Rampa (min) Residéncia (min)
150 4 14 1160

Fonte: Adaptado de (Mimura et al., 2017).
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As amostras de cinzas foram digeridas seguindo o programa de aquecimento disposto
na Tabela 13. Utilizou-se frascos DAP-30, onde foram pesados aproximadamente 50 mg de
amostra e adicionou-se 6 mL de 4cido nitrico diluido (HNOs : H2O, 1 : 1 v/v). As amostras
digeridas foram avolumadas para 10,00 mL em baldes volumétricos e transferidas para tubos

de polipropileno previamente limpos.

7.5. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Foi utilizado o espectrometro de absor¢ao atomica, disponivel no Departamento de
Quimica, equipado com lampadas de catodo oco de cromo operando com corrente maxima
de 6 mA, fenda espectral de 0,5 nm e comprimento de onda de 357,9 nm.

Realizou-se testes verificando a necessidade de utilizagcdo de modificadores quimicos
bem como a otimizagao das temperaturas de pirdlise e de atomizacao para todas as diferentes

amostras.
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8. RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1. OTIMIZACAO INSTRUMENTAL PARA DETERMINACAO DE CROMO EM
AMOSTRAS DE TABACO, FILTRO E CINZAS

Uma vez apresentada a falha técnica no sistema de corre¢ao de fundo, baseado no uso
de uma lampada de deutério, optou-se por realizar as otimizagdes instrumentais do cromo
para as amostras. Para determinacdes de cromo por GF AAS a utilizacdo de correcdo de
fundo por fonte continua por vezes se mostra desnecessaria. Isso se deve ao fato de que em
comprimentos de onda acima de 320 nm o deutério apresenta perdas significativas do efeito
de corre¢do. Para comprimentos de onda maiores, pode ser necessaria a utilizagdo de
lampadas haldgenas (fonte continua) (Welz e Sperling, 1998).

O uso de modificador quimico por vezes pode também ser considerado desnecessario
em funcao do comportamento refratario do cromo; entretanto, baixas temperaturas de pirdlise
podem afetar na eliminagdo de matrizes complexas (Minami et al., 1994; Bolzan, 2007). O
emprego de modificadores como o nitrato de magnésio, Mg(NO3)2, sdo reportados na
literatura para a determinacdo de cromo em diferentes tipos de matrizes permitindo
estabilizar termicamente o analito durante a etapa de pirdlise, eliminando a matriz sem perdas
de analito (Cabrera-Vique e Bouzas, 2009; Dobrowolski et al., 2012). De modo geral,
acredita-se que o Mg(NO3), promova reagdes quimicas durante a etapa de pirolise
favorecendo a eliminacao de cloretos da matriz e permite ainda que o analito fique adsorvido
nas redes cristalinas de 6xidos de magnésio, aumentando assim sua estabilidade térmica.
Além disso, o aumento da estabilidade térmica dos analitos esta associado a formacdo de

substancias intermetalicas em decorréncia da utilizagdo de Pd(NO3)a.

2NaCl + Mg(NOs3)2 — 2NaNO; + MgCl,
MgCls + H,0 — MgOHCI + HCly
MgOHCI + H20 — Mg(OH), + HCl;
Mg(OH), — MgO + H,O

De maneira semelhante ao método desenvolvido para avaliagdo de chumbo,

modificadores tradicionais como o Mg(NO3), e o Pd(NOs3), foram avaliados tanto para
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solu¢des de amostras digeridas, quanto para solu¢des padrao em diferentes temperaturas,
buscando condi¢des de compromisso, ou seja, maior razao de sinal analitico entre as duas
solugdes. Os resultados para as amostras de tabaco, filtro e cinzas sdo mostrados no Grafico

5.
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Grafico 5 — Curvas de pir6lise avaliando da eficiéncia de diferentes modificadores quimicos

para estabilizagdo térmica de solucdes digeridas de: (A) tabaco; (B) filtro; e, (C) cinzas.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se concluir que ocorre diferente interacao

entre o analito, a matriz, o modificador quimico e a superficie do tubo de grafite para as
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diferentes amostras. Para a amostra de tabaco, Grafico SA, apesar das temperaturas proximas
foi observada maior eficiéncia da mistura de modificadores, Pd(NO3)> ¢ Mg(NO3)>, para
estabilizagdo térmica do cromo, sendo definida essa mistura numa razao de massa de 3 pg de
Pd(NO3)2 e 3 ng de Mg(NOs)2 no volume de injecao.

A amostra de filtro, Grafico 5B, apresentou perfil diferente das demais, nao
requerendo a utilizacdo de modificadores quimicos. De maneira geral, acredita-se que a
matriz da solucdo digerida apresentou caracteristicas quimicas que possibilitaram empregar
programas de aquecimento sem a utilizagdo de modificadores quimicos como, por exemplo,
a presenca de magnésio no tabaco como evidenciado pela varredura analitica realizada
através das andlises por EDS disposta na Figura 14. Tais concentragdes possivelmente
poderiam ser retidas nos filtros. Além disso, o processo de digestao das amostras foi realizado
empregando solucdes diluidas de agua régia, de forma que a matriz apresenta caracteristicas
distintas das outras amostras. Portanto, nas demais etapas do desenvolvimento dos métodos
analiticos as amostras de filtro foram avaliadas sem a adi¢cdo de modificadores. Ja para
melhor estabilizagdo do cromo nas amostras de cinzas, Grafico 5C, apenas o Pd(NO3)2, 3 pg

na solucdo de inje¢@o, se mostrou mais efetivo.
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Figura 14 — Varredura analitica realizada por espectroscopia de energia dispersiva em uma
das amostras de tabaco. Condi¢des: aumento optico de 1500x, fonte de energia primaria de

15 keV, detector XFlash 430 com espessura de 0,45 mm e 2048 canais.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Dessa forma, a otimizacao das temperaturas de pirdlise e atomizagdo foi realizada
utilizando a mistura de modificadores Pd(NO3)2 e Mg(NOs3). para as amostras de tabaco,
Pd(NO3)> para as amostras de cinzas e sem a utilizacdo de modificadores quimicos para as
amostras de cinzas.

Em determinagdes de cromo por GF AAS pode-se enfrentar problemas como: perda
de analito antes da atomizagdo, resultando queda de sensibilidade em matrizes mais
complexas, efeitos de memoria, dificil corre¢do do sinal de fundo com fonte continua e
problemas de contaminacdo durante a etapa de preparo de amostra (Thomaidis e Piperaki,
2000; Bolzan, 2007). A baixa sensibilidade observada pode estar relacionada a formagao de
carbetos, visto que o cromo € um metal refratario que tende a forma-los em atomizadores de

grafite requerendo altas temperaturas de atomizacao (Barbosa et al., 2004). Dessa forma, um
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melhor desempenho analitico, ou seja, temperaturas de pirdlise mais altas e maior
sensibilidade, ¢ obtido utilizando forno de grafite com revestimento pirolitico (Slavin, 1988;
Tsalev et al., 2000).

Para atomizagdo eletrotérmica o volume de amostra, 25 uLL quando empregado
modificador e 20 pL sem a utilizacdo do mesmo, foi inserido sobre o atomizador e um
programa de aquecimento foi seguido sob etapas subsequentes de forma que o solvente e a
matriz da amostra sejam eliminados antes do fendmeno de atomizagdo, isto ¢, secagem e
pirdlise, respectivamente. Dentre essas, a pirolise ¢ uma etapa importante; considerada como
pré-tratamento da amostra e empregada para eliminar componentes organicos € inorganicos
da matriz sem que ocorra perdas do analito. Uma vez que toda a aliquota introduzida no forno
de grafite ¢ atomizada, um sinal dependente do tempo em forma de pico ¢ gerado e sua area
(absorbancia integrada) ¢ proporcional @ massa do analito na solucdo de medicdo (Welz e
Sperling, 1998).

Com objetivo de avaliar as melhores condigdes do programa de aquecimento
utilizado para a quantificagdo de cromo nas amostras, foi realizada a construgao ¢ avaliagao
de curvas de pirolise e atomizacao em fungao do sinal analitico obtido para cada amostra. Os
estudos foram realizados em uma faixa de temperatura de 1000 a 1700 °C para pirdlise. Uma
vez encontradas e definidas as temperaturas de pir6lise para os diferentes tipos de amostras,
procedimento semelhante foi seguido variando-se a temperatura de atomizagao, avaliada para
a faixa de 1600 a 2400 °C a fim de se observar em qual temperatura seria possivel obter a
melhor sensibilidade. As curvas de pirdlise e atomizagdo para amostras de tabaco, filtro e

cinzas estdo dispostas no Grafico 6.
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Grafico 6 — Curvas de pir6lise e atomizacao para: (A) amostra de tabaco (digerida em

micro-ondas) e solugdo padrio de Cr 10,0 ug L'!; (B) amostra de filtro (digerida em micro-

ondas) e solucdo padrio de Cr 2,5 pg L'!; (C) amostra de cinzas de cigarro (digerida em

micro-ondas) e solugdo padrio de Cr 6,0 ug L. Modificadores quimicos: (A) 3 pg de
Pd(NO3)2 e 3 pg de Mg(NO3)2; (B) sem modificador quimico; e, (C) 3 pg de Pd(NO3)s.
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Para determinacdo das temperaturas otimas de pir6lise e atomizagdo avaliou-se os
sinais de resposta analitica, absorbancia integrada, considerando-se ainda o perfil dos picos
de absorbancia do cromo dispostos na Figura 15, que apresentam uma cauda tipica de
processos de atomizagdo de compostos refratarios. Perfis ndo simétricos podem indicar a
coexisténcia de diferentes mecanismos de atomizag¢do, o que pode influenciar diretamente na
sensibilidade analitica. H4 de se preocupar também com a vida 1til do tubo de grafite, onde
mesmo utilizando tubos de grafite com revestimento pirolitico, altas temperaturas de
atomizacdo empregadas podem acelerar o processo natural de deterioracdo dos mesmos.
Considerando estes fatores, as temperaturas 6timas de pirolise e atomizagdo para as amostras
de tabaco, filtro e cinzas foram: 1300 e 1900 °C; 1500 e 2100 °C; e, 1450 e 1950 °C,
respectivamente. Na Tabela 15 encontram-se os programas de aquecimento otimizados para

determinacdo de Cr nas diferentes amostras.

Tabela 15 — Programa de aquecimento estabelecido para determinacao de Cr por GF AAS

em amostras de tabaco, filtro e cinzas de cigarro.

Etapas Temperatura Tempo Rampa de Vazao de Gas, Ar
O (s) Aquecimento (°C/s) (L/min)
Secagem 100 30 10 0,2
Pirdlise 13007, 1500°, 1450¢ 25 125 0,2
Atomizagdo  1900% 2100°, 1950° 3 0 -
Limpeza 2500 3 0 0,2

@ Amostra de tabaco; ® Amostra de filtro; ¢ Amostra de cinzas.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).
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Figura 15 — Picos de absorbancia obtidos para o cromo apos os programas de aquecimento
dispostos na Tabela 15. Amostras digeridas em micro-ondas de (A) tabaco, (B) filtro e (C)

cinzas de cigarro.

(A)

(B)

©)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

8.2. FIGURAS DE MERITO PARA DETERMINACAO DE CROMO
8.2.1. Seletividade

A seletividade do método deve ser demonstrada por meio de sua capacidade de

identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
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componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz (Brasil, 2017). Em determinagdes envolvendo a espectrometria de
absorg¢do atomica, a seletividade ¢ muitas vezes avaliada comparando-se a calibragao externa
com calibragdo por adicdo de padrio verificando a existéncia de efeito de matriz
significativo. Na Grafico 7 € possivel verificar a comparagdo das curvas e na Tabela 16 estdo

dispostas as equagdes das retas bem como o coeficiente de correlagdo para cada uma.
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Grafico 7 — Curvas de adi¢ao de padrdo (e) e calibracdo externa de cromo (m) para
amostras de: (A) tabaco; (B) filtro; e, (C) cinzas de cigarro. Curva externa variando na faixa
de 2 a 10 pg L' para amostras de tabaco e cinzas e de 2,5 a 12,5 pg L™! para amostras de

filtro.
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Tabela 16 — Equagdes de reta para curvas de calibragao externa e curva de adi¢ao de padrao

para Cr.
Curvas de calibracao externa Curvas de adiciao de padrao
Equacio da reta R? Equacio da reta R?

Tabaco Y =0,0456X +0,0555  0,9991 Y =0,0452X +0,1547  0,9978
Filtro Y =0,0155X+0,0062 0,9948 Y =0,0154X +0,0291  0,9907
Cinzas Y =0,0423X+0,0398  0,9978 Y =0,0637X +0,2485  0,9909

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para as amostras de tabaco e de filtro foi observada boa concordancia entre as curvas
de adicao de padrao e curva de calibragdo externa, demonstrando boa seletividade do método.
Para a amostra de cinzas, uma concordancia menor foi observada, na faixa de 66%. Essa
divergéncia entre os coeficientes angulares evidencia a presencga de ligeiro efeito de matriz

sobre as amostras. De modo geral, as demais figuras de mérito foram também avaliadas.

8.2.2. Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio de sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragdo do analito em uma
amostra. Devido ao erro indeterminado, que sempre acompanha uma medida experimental,
¢ necessario que se derive a melhor linha de tendéncia que represente essas medidas de um
modelo. A andlise de variancia (ANOVA), tem por fun¢ao conferir a validagdo deste modelo.

Para as determinagdes de cromo nos diferentes tipos de amostras, preparou-se curvas
analiticas, com faixa de concentragio de 2,0 a 10,0 ug L' e de 2,5 a 12,5 pg L', ambas a
partir de solu¢do padrio estoque de cromo 1000 mg L™!. Para as determinagdes de cromo em
amostras de tabaco e cinza a acidez foi ajustada para 2 % v/v com acido nitrico, enquanto
que para as amostras de filtro foi ajustada para 2 % v/v com agua régia, uma vez que as
amostras de filtro foram preparadas utilizando como solvente extrator, dgua régia diluida. Na
Tabela 17 encontram-se os resultados estatisticos oriundos da andlise de variancia

(ANOVA).
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Tabela 17 — Resultados estatisticos para analise de regressao linear.

Pressupostos Valores calculados Valores criticos
Teste de Shapiro-Wilk ~ W.ue = 0,916% 0,930°; 0,969° Wiap = 0,881
Teste de Cochran Ocale = 0,648% 0,475°; 0,464° QOrwp = 0,684

Falta de ajuste Frajcale = 2,234%; 2,332 Frajtab = 3,709
1,745°¢
Regressao Freg-cale = 3105% 1011% 1757°  Freg-tab = 4,667
R? ajustado R>=0,9955% R2=0,9863% R2=0,9921°¢

Y =(0,0370 + 0,0007)X + (0,0542 + 0,0044)*
Equacao da reta Y =(0,0155 + 0,0005)X + (0,0062 + 0,0041)°
Y =(0,0432 + 0,0010)X + (0,0330 + 0,0068)°

2 Amostra de tabaco; ® Amostra de filtro; ¢ Amostra de cinzas.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

O teste de Shapiro-Wilk verifica a normalidade da distribui¢do dos residuos e a 95 %
de confianca ndo ha evidéncias da ndo ocorréncia de distribuicdo normal nas observagoes,
visto que Weae € maior que o Wi para as trés amostras. Através do teste de Cochran,
verificou-se a homocedasticidade, isto ¢, a homogeneidade da variancia dos residuos. O teste
de Cochran foi aplicado para os dados relativos a determinacdo de cromo nas diferentes
amostras e verificou-se que nao ha diferenga significativa nas variancias, uma vez que 0s
valores de Qcaic s20 menores que Q.

Calculou-se entdo a analise de regressao linear onde, como os valores de Fea
apresentaram-se menores que os valores de Fi.», assume-se que nao ha falta de ajuste nos
métodos. Dessa forma, avaliou-se também a significancia da regressao observando que em
ambos os métodos os valores de F.q. foram consideravelmente superiores aos valores de Frap,
demonstrando evidéncia estatistica suficiente de existéncia de rela¢do linear entre as
variaveis analisadas. Como os valores de Fcq foram pelo menos dez vezes maiores que os
valores de Fu», pode-se considerar que a regressao ¢ altamente significativa e util para fins

de previsao (Neto et al., 2010).
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8.2.3. Exatidao, Precisao e Frequéncia Analitica

A fim de avaliar a exatiddo do método realizou-se testes de adi¢cao e recuperagdo de
analito em dois niveis de fortificacdo. A recuperacao esta relacionada com a exatidao, pois
reflete a quantidade de cromo, recuperado no processo, em relagdo a quantidade do mesmo
presente inicialmente na amostra (Brasil, 2017).

O estudo de recuperagdo consistiu em “fortificar” as amostras de tabaco, ou seja,
adicionar diferentes volumes, 11 pL e 15 pL, de solu¢io padrio de Cr 100 mg L' para o
nivel baixo (110 pg L) e para o nivel mais alto (150 pg L) nas solucdes de leitura,
respectivamente, e em seguida determinar a concentracao do analito adicionado nas amostras.
Para as amostras de filtro e de cinzas adicionou-se 20 pL e 40 puL de solu¢do padrao de Cr 1
mg L' para o nivel baixo (2 ug L) e para o nivel mais alto (4 ug L), respectivamente.
Ressalta-se que a solucdo padrao foi adicionada as amostras antes do processo de digestdo e
o0 branco amostral também foi preparado com um nivel de fortificacdo (nivel baixo).

A exatidao foi ainda avaliada através de uma amostra de material de referéncia
certificado de folhas de tomate (SRM 1573a) que apresenta em sua composi¢ao concentragao
de cromo de (1,99 + 0,06) mg kg™' (NIST, 1995). Os resultados obtidos para os valores de

recuperacao estdo dispostos na Tabela 18.

Tabela 18 — Resultados de recuperacao média de cromo em amostras de tabaco, filtro e
cinzas de cigarro e em SRM de folhas de tomate.
Tabaco Filtro Cinzas SRM
Branco 84,8% 105,8% 103,2% (102,9 + 3,2)%
Amostra  (82,5+£0,7)%  (106,8 £10,6)%  (102,4 +7,7)%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Tendo em vista que os erros sistematicos relativos para analises de elementos trago
sdo superiores que os para elementos majoritarios, pode-se considerar aceitaveis os valores
obtidos de recuperagdo do analito em fun¢@o de sua concentragdo, visto que em trabalhos
disponiveis na literatura para amostras similares os valores de recuperagdo de cromo

encontram-se na faixa de 90% (Viana et al., 2011).
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Foi avaliada ainda a precisdo das medidas através de ensaios de repetibilidade, ou
seja, foram realizadas 10 leituras consecutivas de cada uma das amostras calculando assim
seu desvio padrdo relativo. Para as amostras de tabaco esse valor foi de 3,3%, para as
amostras de filtro de 3,6% e para as amostras de cinzas de 6,9%. Tais valores podem ser
considerados adequados, uma vez que as injecdes das solucdes padrdo e amostras foram
realizadas de modo manual. Considerando-se o tempo requerido para a execu¢do do
programa de aquecimento e para a inje¢do manual, pode-se estimar a frequéncia analitica em

aproximadamente 30 inje¢des por hora.

8.2.4. Sensibilidade Analitica e Limites de Detec¢do e Quantificacao

A sensibilidade analitica pode ser expressa como a massa caracteristica em GF AAS,
que corresponde a massa de analito, em picogramas (pg), responsavel por absorver 1% da
radiacdo, ou seja, gerar uma absorbancia igual a 0,0044 (Slavin, 1988). Segundo Sola-
Larranaga e Navarro-Blasco (2006), a massa caracteristica calculada para analise de cromo
em amostras de formulas infantis foi 4,8 pg (Sola-Larrafiaga e Navarro-Blasco, 2006),
enquanto Bruhn et al. (1999) encontraram 3 pg, para amostras de leite em p6 desnatado
(Bruhn ez al., 1999). Isto evidencia que mesmo em amostras com caracteristicas semelhantes
a sensibilidade analitica pode apresentar valores diferentes.

A massa caracteristica de cromo calculada para as amostras de tabaco, de acordo com
a Equacdo 4, foi de 1,88 pg, enquanto que para as amostras de filtro e cinzas foram 2,45 e
2,48 pg, respectivamente. Para o cromo, a massa caracteristica esperada em atomizadores
longitudinalmente aquecidos ¢ de aproximadamente 3 pg (Welz e Sperling, 1998), o que nos
remete a conclusdo de que a sensibilidade analitica calculada encontra-se dentro do valor

esperado e pode ser considerada adequada.

_ Cpadrio X Vpaario X 0,004
my =

(Equacao 4)
Abs Padrao

onde my ¢ a massa caracteristica do elemento-traco determinado, Cpuarao ¢ concentragao da

solucdo padrdo utilizada para calibracdo do equipamento, Vpuarao € 0 volume de solugdo
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padrdo injetada no equipamento e Absruarao ¢ @ medida de absor¢do observada para a solugdo
padrao.

Calculou-se, a partir do desvio padrao de 10 medidas consecutivas dos brancos
analiticos: o limite de deteccdao, ou seja, a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condigdes experimentais
estabelecidas; e, o limite de quantificagdo, definido como a menor concentragdo de analito
que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitaveis. Os limites de
detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ), dispostos na Tabela 19, podem ser expressos pelas

Equagdes 5 e 6, respectivamente:

LD = 33Xs (Equagao 5)
a

LQ = 10 x's (Equagdo 6)
a

onde s ¢ o desvio padrao do sinal de resposta ¢ @ o coeficiente angular da curva analitica
(sensibilidade de calibragdo). Na Tabela 19 a seguir estdo dispostos os valores de LD e LQ

instrumentais e do método, que leva em consideragao condigdes de preparo das amostras.

Tabela 19 — Limites de detecg@o e quantificacdo para determinacdo de cromo em amostras

de tabaco, filtro e cinzas de cigarro.

Instrumental (ng L) Método (ug g
LD LQ LD LQ
Tabaco 0,134 0,406 0,009 0,027
Filtro 0,683 2,07 0,076 0,230
Cinza 0,404 1,22 0,081 0,245

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).
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8.3. APLICACAO DOS METODOS AS AMOSTRAS COMERCIAIS DE
“CIGARROS ILEGAIS”

Ap6s a validagdao dos métodos e obtencao das figuras de mérito, foi possivel aplica-los
as amostras adquiridas e os resultados para a determinacdo de cromo estdo dispostos na

Tabela 20:

Tabela 20 — Niveis de cromo em pg g para amostras de tabaco, filtro pré-queima, filtro

poés-queima e cinzas de cigarro analisadas por GF AAS.

Tabaco Filtro pré-queima Filtro pos-queima Cinzas
(T) (FV) (FU) ©

1 (1,92 £0,01) 0,097* 0,109* (6,54 +£0,42)

2 (3,96 £ 0,20) <LD <LD (6,95 +0,70)

3 (1,48 £0,11) <LD <LD (5,47 £ 0,30)

4 (3,10 £ 0,28) <LD 0,123* (4,30+0,41)

5 (2,46 £ 0,10) 0,082* 0,130%* (3,20+0,13)

6 (5,92 £0,17) 0,226* 0,107* (5,01 £0,16)

7 (3,84 £0,13) <LD 0,080%* (4,60 + 0,40)

8 (2,22 £0,03) 0,087* <LD (2,78 £0,32)

9 (3,05 £ 0,08) <LD <LD (3,86 £ 0,34)

10 (5,56 +£0,20) <LD (0,301 £ 0,006) (5,25+0,44)

11 (5,45 £0,45) <LD 0,090* (3,94 £ 0,39)

12 (4,40 £0,22) <LD 0,204* (5,23 +0,21)
Média (3,61 +1,49) - (0,301 £+ 0,006) (4,76 £ 1,25)
Minimo (1,48 £0,11) - - (2,78 £0,32)
Maximo (5,92 +0,17) - - (6,95 £ 0,70)

* Valores estimados, concentracdo abaixo do LQ.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

Observa-se que aplicando os métodos desenvolvidos para analise de amostras das
partes componentes do cigarro, foi possivel determinar o cromo evidenciando sua presenga

em grande parte das amostras, principalmente no tabaco e nas cinzas. Para as amostras de
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tabaco os valores de concentragio variaram de 1,48 a 5,92 pug g e para as amostras de cinza
variaram de 2,78 a 6,95 pg g'. Destaca-se que apenas para a amostra de filtro FU-10 foi
possivel quantificar o cromo.

Os valores de cromo presentes nas amostras de tabaco avaliadas corroboram ainda
com resultados reportados na literatura cientifica. Rubio Armendariz et al. (2015)
determinaram concentra¢des de cromo variando de 0,73 a 3,00 pg g™ para 33 diferentes
marcas de cigarros comercializados na Espanha (Rubio Armendariz et al., 2015), enquanto
Pinto et al. (2017) avaliaram 20 marcas diferentes obtendo uma faixa de concentragao
variando de 0,74 a 2,52 ug g (Pinto et al., 2017) e Fresquez et al. (2013) avaliaram 50
diferentes marcas obtendo concentra¢des variando de 1,30 a 3,20 ug g™ (Fresquez et al.,
2013). Por outro lado, Verma et al. (2010) avaliaram 10 marcas diferentes de cigarros
obtendo resultados variando entre 2,79 e 5,00 pg g™, porém para outros derivados do tabaco
foram observadas concentracdes proximas a 22 pg g™ (Verma et al., 2010). Zumbado et al.
(2019), Pappas et al. (2015) e Viana ef al. (2011) também observaram faixas proximas
variando de 0,45 a 4,77 ng g, de 0,88 a 6,46 pg ¢! e de 0,45 a 3,13 ug g!, respectivamente
(Viana et al., 2011; Pappas et al., 2015; Zumbado et al., 2019).

Para calcular os niveis de cromo nas amostras por unidade de cigarro, Tabela 21,
pesou-se o tabaco presente em 10 unidades obtendo uma massa média de (0,6500 + 0,0219)
g. Foram pesadas também as massas de 10 filtros e as cinzas resultantes da queima simulada
de 10 unidades de cigarros, obtendo-se massas médias de (0,1141 £ 0,0039) g e (0,1145 +
0,0126) g, respectivamente.
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Tabela 21 — Niveis de cromo em pg por unidade de cigarro em amostras de tabaco, filtro

pds-queima e cinzas de cigarro.

Filtro pos-

% de transferéncia de

Tabaco (T) Cinzas (C) Cr do Tabaco para
queima (FU)
Cinzas
1 (1,25 £ 0,00) - (0,75 £ 0,05) 60,0
2 (2,57 +£0,13) - (0,80 +0,08) 31,1
3 (0,96 +0,07) - (0,63 +£0,03) 65,6
4 (2,01 £0,18) - (0,49 +0,05) 24,4
5 (1,60 = 0,06) - (0,37+0,01) 23,1
6 (3,85+0,11) - (0,57 £0,02) 14,8
7 (2,50 £ 0,09) - (0,53 £0,05) 21,2
8 (1,44 £0,02) - (0,32 £ 0,04) 22,2
9 (1,98 £0,05) - (0,44 £ 0,04) 22,2
10 (3,61 +0,13) (0,034 +0,001) (0,60 = 0,05) 16,6
11 (3,54 £ 0,29) - (0,45 +0,04) 12,7
12 (2,86 +£0,14) - (0,60 +0,02) 21,0
Meédia  (2,35+0,97) (0,034 +£0,001) (0,55+0,14) (27,9 +17,0)
Minimo (0,96 + 0,07) - (0,32 +£0,04) 12,7
Maximo (3,85+0,11) - (0,80 + 0,08) 65,6

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Os valores de massa de cromo por unidade de cigarro variaram de 0,96 a 3,85 pg para

o tabaco e de 0,32 a 0,80 ug para as cinzas. Estes resultados demonstram a importancia do

desenvolvimento de métodos capazes de determinar cromo e outros metais toxicos em

amostras de cigarro. Além de evidenciar os niveis de concentragdo aos quais oS usuarios

ficam expostos ao utilizar tais produtos em seu cotidiano, também sugerem o potencial de

contaminacao que os residuos de queima (fumaca, cinzas e filtros) representam para o meio

ambiente. Estes resultados possibilitam ainda avaliar a distribui¢do do cromo no cigarro apds

sua queima, podendo estimar os niveis de Cr presente na fumaga através dos célculos de

balango de massa.
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De acordo com Torjussen et al. (2003), a principal fonte de contaminagao do tabaco
¢ o solo, fertilizantes ou os agrotdxicos utilizados no processo de producao (Torjussen et al.,
2003). Pressupondo que os metais toxicos presentes nas amostras de cigarros sao
provenientes do tabaco, visto que os filtros pré-queima ndo apresentaram concentracdes
quantificaveis, a subdivisdo destes metais toxicos comega a partir da queima do cigarro.
Portanto, uma fra¢do desses metais apos a queima fica presente nas cinzas, enquanto que
outra transfere-se para fase gasosa. Para maior parte das amostras avaliadas a fracdo de Cr
presente nas cinzas esta na ordem de 13 a 31%, sendo que apenas as amostras C1 e C3
apresentaram maiores teores, representando 60 e 65% do cromo proveniente do tabaco. Os
filtros ndo apresentaram valores significativos em relagdo as concentragdes de tabaco. Dessa
forma, pode-se inferir que a fragdo de cromo que nao se encontra presente nas amostras de
cinzas e filtros pos-queima, transfere-se para a fase gasosa, sendo parcialmente aspirada para
os pulmdes e também liberada pela ponta acesa do cigarro, misturando-se na fumaca passiva.

Logo, a fracdo de Cr que pode ser transferida para fumaca representa valores na
ordem de 80% do cromo total presente no tabaco. Isso se torna um grande problema de saude
publica, uma vez que o tabaco ¢ uma das drogas mais usadas no mundo e seu uso pode estar
associado a mais de 16 canceres em fumantes e nao fumantes (Miguez et al., 2017). Esses
valores evidenciam a necessidade de estudos complementares para avaliagdo dos teores de
Cr que realmente passam pelos filtros e chegam aos pulmdes, bem como a realizacao de
estudos de bioacessibilidade, que podem conferir informagdes mais apuradas dos reais riscos
a saude associados ao consumo de cigarros.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se considerar que a GF AAS
¢ uma alternativa interessante em relagdo as técnicas de ICP-MS e ICP OES para
monitoramento de cromo em amostras de cigarros. Esses resultados também sao informacgdes
importantes que podem ser usadas para estabelecer critérios para controlar o acesso a cigarros
ilicitos no cotidiano dos dependentes de tabaco. Resultados semelhantes foram observados
por Sthephens & Calder (2005), que compararam marcas genuinas com marcas falsificadas,
observando que a concentracdo média de cromo ¢ aproximadamente 1,5 vezes maior nas
marcas falsificadas (Stephens et al., 2005). He et al. (2015) determinaram a presenga de
cadmio e chumbo em cigarros de marcas ilicitas. Seus resultados sugerem que essas marcas

tendem a ter maiores concentragdes de metais toxicos em sua composi¢do, gerando maior
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exposi¢ao dos consumidores a esses metais (He etz al., 2015). Os limites de detec¢ao obtidos
no presente trabalho, mostrados na Tabela 22, estdo na mesma ordem de magnitude do que
os reportados na literatura. Pequenas variagdes podem ser consideradas normais, pois

diferentes métodos de preparagdo de amostras sdo usados nesses trabalhos.

Tabela 22 — Comparacao do método desenvolvido por GF AAS com os métodos por ICP-
MS e ICP OES disponiveis na literatura.

LD (ngg") Amostra Técnica Instrumental Referéncia
20,4 Tabaco GF AAS Este trabalho
88,0 Tabaco de charuto ~ ICP-MS Triplo Quadrupolo (Pappas et al.,

2015)
160,0 Tabaco ICP-MS (Fresquez et al.,
2013)
200,0 Tabaco ICP OES (Rubio Armendariz
etal.,2015)
39,0 Fumaca ativa e ICP-MS (Behera et al.,
passiva de cigarros 2014)
6,0 Tabaco ICP-MS (Pinto et al., 2017)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).



104

9. CONCLUSOES PARCIAIS

Pode-se concluir que com relacdo as otimizagdes das condi¢des experimentais de
preparo das amostras foi possivel estabelecer diferentes métodos de preparo de amostras para
as diferentes fragdes do cigarro. As amostras foram divididas em fra¢des pré-queima (filtro,
e tabaco) e pds-queima (cinzas e filtro) e, dessa forma, para as amostras de filtro pré e pos-
queima e de cinza fez-se necessario realizar uma etapa de solubilizag¢ao, onde foi escolhida a
digestao assistida por radiacdo micro-ondas em func¢do desta apresentar algumas vantagens
analiticas como: curto periodo de tempo (minutos) necessario para realizar a decomposi¢ao
das amostras, aquecimento direto e uniforme da mistura de amostra e reagentes, minimizagao
da possibilidade de contaminagdo bem como da perda de elementos volateis, além da
disponibilidade do digestor no Departamento de Quimica.

Devido aos niveis de cromo observado nas amostras tornou-se necessario utilizar a
espectrometria de absor¢ao atdmica no modo de atomizagao eletrotérmica (GF AAS) e, para
isto, otimizou-se as temperaturas de pirdlise e atomizagdo para cada uma das amostras.
Destaca-se ainda que nas condi¢des instrumentais estabelecidas foram obtidas evidéncias de
boa exatiddo empregando curvas de calibrag¢do lineares e validadas através da andlise de
variancia. Além disso, os métodos apresentaram boa sensibilidade, visto que os valores de
massa caracteristica calculados se aproximaram de valores reportados pela literatura. Foi
possivel quantificar a concentragdo de cromo com precisao em cada fragdo das amostras de
doze marcas diferentes de cigarro comercializados ilegalmente.

Dessa forma, pode-se afirmar que os métodos desenvolvidos foram adequados para a
determinacdo de cromo em amostras de tabaco, filtros e cinzas de cigarro usando a
espectrometria de absorcdo atomica com forno de grafite. Os limites de quantificagao
variaram de 0,027 a 0,245 pg g!, e foi possivel determinar a concentracio de cromo em
amostras de 12 marcas de cigarros ilicitos. Os niveis médios de cromo variaram de 1,48 a
6,95 ng gl

A quantidade de cromo encontrada nas amostras estudadas sugere que o mercado de
cigarros precisa de supervisao adequada para proteger a saude e a seguranga do consumidor,

uma vez que todas as marcas ilicitas estdo inseridas no mercado brasileiro e que os filtros
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seguram apenas uma pequena parte do analito, que ao ser volatilizado e carreado pela fumaca

pode chegar aos pulmdes.
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CAPITULO 4 — OTIMIZACAO DAS CONDICOES INSTRUMENTAIS PARA
DETERMINACAO DE CADMIO, COBRE E CHUMBO UTILIZANDO A
VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA POR REDISSOLUCAO ANODICA
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11. PARTE EXPERIMENTAL
11.1. REAGENTES E SOLUCOES

Acido cloridrico (HCI 37% m/m ultra puro, Vetec) foi utilizado para o preparo do
eletrélito suporte empregado nas analises por voltametria de onda quadrada. As curvas
analiticas foram preparadas a partir de diluicdo das solu¢des padrio estoque 1000 mg L' de

Cd, Pb, Cu e Hg (Qhemis High Purity) em meio de acido nitrico 2% v/v.

11.2. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS

Para realizacao de todas as medidas eletroquimicas, um potenciostato pAutolab type
III (EcoChemie, Holanda) interfaceado a um microcomputador foi usado. Uma célula
eletroquimica, frasco acrilico com volume final de 5 mL, constituida por um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo (GCE) modificado com mercurio, eletrodo de referéncia
Ag/AgCl(sat), KCl(sat) e um fio de platina como eletrodo auxiliar foram utilizados nas
analises. A agitacdo do sistema foi realizada através de um agitador magnético (IKA Lab
Disc, IP65) em aproximadamente 1000 rpm. A aquisi¢do e tratamento dos dados foram
realizados pelos softwares NOVA 2.1.2 e OriginPro 8.0, respectivamente. Antes das
medigdes relativas a cada amostra, a superficie do GCE foi polida em suspensdo de alumina,
enxaguada com agua deionizada e depois sonicada em agua deionizada, com auxilio de banho

ultrassonico, para remover o excesso de alumina.

11.3. PREPARO DE AMOSTRAS

As amostras foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos no Capitulo
3, item 7.3, ou seja, as amostras foram digeridas em meio acido sob aquecimento micro-

ondas.
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11.4. VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

As andlises eletroquimicas de Cu, Cd e Pb nas amostras digeridas foram realizadas
de forma simultinea. Foram utilizados 2 mL de eletrélito suporte (HCI, 10 mmol L), 20 uL
de solugdo padrio estoque de merctirio 1000 mg L™ e volumes variando de 50 a 200 pL de
amostra digerida.

A modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com mercurio foi feita de modo in situ,
isto ¢, a formagdo do filme de mercurio na superficie do eletrodo foi feita simultaneamente
com a eletrodeposi¢do dos metais a serem determinados, devido a este modo permitir a
realizagdo de maior numero de analises sem interrupcdes, aumentando assim a frequéncia
analitica (Cypriano et al., 2008).

Os parametros instrumentais utilizados foram adaptados de condigdes pré-
estabelecidas e otimizadas pelo grupo de pesquisa NUPIS em estudos correlatos (Vinicius

De Faria et al., 2018).
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12.  RESULTADOS E DISCUSSOES
12.1. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS DE ANALISE

Na voltametria de onda quadrada por redissolucdo anodica, a sensibilidade esta
diretamente relacionada com a etapa de pré-concentragdo, ou seja, a quantidade de analito
presente na amostra e eletrodepositado na superficie do eletrodo de trabalho, bem como com
os parametros relacionados a etapa de redissolucdo. Assim, a otimizagdo de alguns
parametros instrumentais como amplitude de pulso, frequéncia e incremento de potencial sao
de fundamental importancia para se obter uma maior sensibilidade o método desenvolvido.

Como evidenciado pela Equagdo de Parry e Osteryoung, Equacdo 7, os pardmetros
instrumentais otimizados neste trabalho afetam a corrente de pico para um processo

termodinamicamente reversivel e controlado por difusdao (Souza et al., 2003):

n?F2AC .
=|"2rT [ (Equacao 7)

onde Ip ¢ a corrente de pico, 4E ¢ a amplitude de pulso, 4 ¢ a area do eletrodo, C ¢ a
concentragdo da espécie eletroativa, F é a constante de Faraday (96485,3 s A mol™), D é o
coeficiente de difusdo, n o numero de elétrons, 7 ¢ uma constante adimensional (3,1415), ¢ ¢
o tempo de duracao do pulso, R a constante dos gases e 7 a temperatura absoluta.

A selecdo desses parametros foi baseada na intensidade do sinal analitico e na
precisdo das medic¢des para determinagdo simultanea. As faixas estudadas foram de 10 a 40
mV para amplitude de pulso, 10 a 70 Hz para frequéncia e 1 a 6 mV para o incremento de
potencial. As condi¢des otimizadas para Cd, ndo mostradas, foram concordantes com as
condigdes obtidas para a determinacdo de Cu e Pb. A otimizagdo dos parametros
instrumentais para determina¢ao de Cd, Cu e Pb por voltametria de onda quadrada foi

realizada com velocidade de varredura de 150 mV s™.
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12.1.1. Amplitude de Pulso

Como evidenciado pela Equacdo 6, a corrente de pico (Ip) estd diretamente
relacionada com a amplitude de pulso (AE), ou seja, aumentando-se a amplitude, ocorre o
aumento da corrente e, consequentemente, aumento de sensibilidade. Entretanto, um
aumento elevado da amplitude pode ocasionar o alargamento do pico de oxidacdo e assim
afetar a resolugdo deste. Para ambos os analitos avaliados foi observado que com o aumento

de amplitude houve ganho de sinal analitico consideravel, como mostrado no Grafico 8.

Grafico 8 — (A) Voltamogramas referentes ao estudo da otimiza¢ao da amplitude de pulso
para determinagdo de Cd, Cu e Pb. (B) Correlagdo entre a corrente ¢ a amplitude de pulse
para determinagdo de Cd, Cu e Pb em amostras de tabaco. Condig¢des: velocidade de

varredura de 150 mV s e concentragdes de Cu®" de 45 pg L', Pb*" e Cd*" de 65 ug L.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Os sinais de todos os analitos aumentaram consideravelmente até 30 mV de amplitude
e, a partir desse valor, ha uma tendéncia natural dos valores se estabilizarem. Portanto, a

amplitude de pulso de 30 mV foi fixada.
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12.1.2. Frequéncia

O inverso do periodo (), descrito na Equagdo 6, ¢ a frequéncia de onda (f). Sendo
assim, tem-se que a corrente de pico e o tempo de duragdo do pulso (periodo) sdo
inversamente proporcionais, ou seja, quanto menor o periodo, maior a corrente de pico.
Assim pode-se inferir que o aumento da frequéncia de onda, contribui diretamente para o

ganho de sinal analitico, conforme mostrado no Gréfico 9 a seguir.

Grafico 9 — (A) Voltamogramas referentes ao estudo da otimizagao da frequéncia da onda
para determinagdo de Cd, Cu e Pb. (B) Correlagdo entre a corrente e a frequéncia de onda
para determinagdo de Cd, Cu e Pb em amostras de tabaco. Condig¢des: velocidade de
varredura de 150 mV s! e concentragdes de Cude 45 ug L', Pbe Cdde 65 pg L' e
amplitude fixada em 30 mV.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

A frequéncia, como observado no Grafico 9, tende a estabilizar a partir de 50 Hz para
todos os analitos. Dessa forma, essa frequéncia foi fixada e utilizada para as determinagdes

nas amostras de tabaco, filtros e cinzas.

12.1.3. Incremento de Potencial

O incremento que ¢ dado ao potencial inicial na etapa de varredura da analise até

atingir o potencial final denomina-se incremento de potencial. Este parametro esta
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diretamente relacionado a velocidade de varredura, a qual nada mais ¢ que o produto da
frequéncia da onda pelo incremento de potencial. Sendo assim, mantendo-se a frequéncia
fixa, conforme aumenta-se o incremento de potencial, maior sera a velocidade de varredura.
Dessa forma, quanto maior a velocidade de varredura em uma analise, maior sera a corrente

de pico conforme a equagdo de Randles-Sevcik, Equacdo 8 (Aristov e Habekost, 2015).

Ip = (2,69 x 105)n3ACDLv} (Equagdo 8)

onde Ip ¢ a corrente de pico, n o nimero de elétrons, 4 € a area do eletrodo, C ¢ a concentracao
da espécie eletroativa, D ¢ o coeficiente de difusdo e v ¢ a velocidade de varredura.

De maneira geral, o aumento da velocidade de varredura implica em uma corrente de
pico maior, pois uma quantidade menor de espécies eletroativas ¢ consumida neste processo,
o que confere um pico bem definido. Como mostrado pelo Grafico 10, a corrente de pico
para Cu decai a partir de incrementos de potencial acima de 3 mV, enquanto que para o Pb,
a partir desse valor de incremento ocorre uma estabiliza¢do da corrente de pico sem ganho
significativo até pelo menos 6 mV. Como uma condi¢cdo de compromisso entre os trés
analitos, visto que o Cd se comportou de maneira similar ao Pb, fixou-se em 3 mV o valor

otimo de incremento de potenciais.
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Grafico 10 — (A) Voltamogramas referentes ao estudo da otimizagao do incremento de
potencial para determinacgao de Cd, Cu e Pb. (B) Correlagdo entre a corrente e o incremento
de potencial para determinacdo de Cu e Pb em amostras de tabaco. (C) Correlagdo entre a
corrente e o incremento de potencial para determinacdao de Cd em amostras de tabaco.
Condigdes: concentragdes de Cu de 45 ug L', Pb e Cd de 65 pg L', amplitude fixada em

30 mV e frequéncia em 50 Hz.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

Na Tabela 23 a seguir, estdo dispostos os parametros instrumentais otimizados que
foram utilizados para avaliagdo de Cd, Pb e Cu nas amostras de tabaco, filtros e cinzas.
Inicialmente foi aplicado um potencial de +0,2 V (vs Ag/AgCl, KCl(sat)) por 20 segundos
para promover a oxidagdo de qualquer material adsorvido sobre a superficie do GCE. Em
seguida foi aplicado um potencial de -0,9 V (vs Ag/AgCl, KCl(sat)) a fim de possibilitar a
reducdo eletroquimica e consequente eletrodeposi¢cao do merctrio amalgamado aos analitos
de interesse na superficie eletrodica. Esta etapa, conhecida como etapa de pré-concentracao

foi realizada por um periodo de 240 segundos. Apos esse periodo, fez-se uma etapa de
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equilibrio por 15 segundos, ou seja, o processo de agitagao foi interrompido de maneira que
o transporte de massa por conveccdo foi cessado. Por fim, foi realizada uma etapa de
varredura de potencial aplicando uma onda quadrada com potencial controlado variando de
-0,9 a +0,05 V (vs Ag/AgCl, KCl(sat)), nessa etapa conforme atinge-se os potenciais
caracteristicos de cada analito de interesse, os mesmos sao oxidados da superficie do eletrodo
de GCE gerando uma corrente elétrica (sinal analitico) diretamente proporcional a suas

concentragdes na solugdo analisada.

Tabela 23 — Parametros instrumentais otimizados para determinacao de Cd, Pb e Cu por
voltametria de onda quadrada com redissolu¢ao anddica em amostras de tabaco, filtro e

cinzas de cigarro.

Parametros Instrumentais Cd, Pb e Cu

Potencial de condicionamento +0,2 V
Tempo de condicionamento 20s
Potencial de deposi¢ao -0,9V
Tempo de deposigao 240's
Tempo de equilibrio 15s
Frequéncia da onda 50 Hz
Amplitude da onda 30 mV
Incremento de potencial 3 mV
Potencial inicial 09V
Potencial final +0,05 V

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

12.2. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO INSTRUMENTAIS

As determinagdes dos limites de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ) instrumentais
para cada analito, mostrados na Tabela 24, foram feitas a partir de curvas analiticas (curva
de calibragdo externa), sendo estas constituidas de 5 padrdes com concentracdes que variaram

de 14,2 2 69,4 ug L™ para Cd e de 9,8 a 46,3 ug L™ para Cu e Pb, realizadas em triplicata a
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fim de verificar o ajuste do modelo. A titulo de exemplo tem-se representado na Figura 16 o

voltamograma referente a uma das curvas analiticas.

Figura 16 — (A) Voltamogramas referentes a uma das replicatas das curvas analiticas para
Cd, Pb e Cu. Curvas de calibragdo externa para: (B) Cd; (C) Pb; e, (D) Cu. Condigdes
instrumentais: amplitude 30 mV; incremento de potencial 3 mV; frequéncia 50 Hz; demais
parametros conforme descri¢do na Tabela 20. Faixa de concentracao: 14,2 a 69,4 pug/L para

Cd e de 9,8 a 46,3 pg/L para Cu e Pb.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Os valores de LD e LQ foram determinados empregando respectivamente as
Equagdes 5 e 6, descritas anteriormente. Para os célculos foram utilizados os pardmetros das
equagoes de ajuste linear das determinagdes de Cd, Pb e Cu. Nesse sentido, (s) € o erro padrao

do coeficiente linear e (a) ¢ o coeficiente angular da curva.
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Tabela 24 — Limites instrumentais de detec¢do e quantificagdo para Cd, Pb e Cu por

voltametria de onda quadrada com redissolugao anddica.
LD (ngL") LQ(pgL™

Cd 0,72 2,19
Pb 0,89 2,69
Cu 1,43 4,32

Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2019).

Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), a fim de conferir a valida¢ao destes
modelos avaliando todos os pressupostos necessarios. Observa-se a partir dos resultados,
dispostos na Tabela 25, que a um nivel de 95 % de confianga nao héa evidéncias de nao
normalidade na distribui¢do dos residuos, assim como nao ha diferencas significativas nas
variancias. Os modelos mostraram-se altamente significativos, porém para os trés analitos
foi observada falta de ajuste. Desta forma, as curvas analiticas por calibragdo externa foram
empregadas apenas para calcular os limites de deteccdo e quantificacdo. Para avaliagdo das

demais figuras de mérito foi utilizada a calibracao por adicao de padrao.

Tabela 25 — Resultados estatisticos para analise de regressao linear das curvas de calibragao
externa para determinacao de Cd, Pb e Cu por voltametria de onda quadrada com

redissolucdo anddica.

Pressupostos Valores calculados Valores criticos
Teste de Shapiro-Wilk Weae = 0,911% 0,955%; 0,938¢ Wiar = 0,881
Teste de Cochran Ocale = 0,626% 0,481°; 0,483¢ O = 0,684
Falta de ajuste Flyjcaic = 10,4% 7,9 14,2° Frajtap = 3,709
Regressao Freg-cale = 39700% 13349°; 5191° Freg-up = 4,667
R? ajustado R?=0,9996% R?=0,9990°; R = 0,9973¢

1(nA) =(0,1762 = 0,0009) Ccq + (0,3378 + 0,0399)
Equacio da reta 1(nA)=(0,4115+£0,0036) Cpp + (1,6172 £0,1108)
1(nA)=(0,1733 £0,0024) Ccu + (0,8110 £ 0,0749)

2 Cd; * Pb; © Cu.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).
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12.3. FIGURAS DE MERITO PARA DETERMINACAO DE CADMIO, CHUMBO E
COBRE

As amostras foram fortificadas com solugdes padrao de cada um dos analitos, sendo
que as concentracdes de Cd, Pb e Cu, nas solugdes digeridas das amostras de cinza e filtro
foi de 300 pg L. Dessa forma, na célula eletroquimica, quando diluidas, as amostras
apresentaram concentragdes em torno de 27 pg L™!. As amostras de tabaco foram fortificadas
de modo similar, a fim da solucdo digerida apresentar concentragdes de Cd, Pb e Cu proximas
a 1000 pg L' e, quando diluidas na célula eletroquimica, as concentracdes estivessem em
torno de 24,2 ug L!. As amostras foram preparadas conforme os procedimentos de digestdo
assistida por radiacao micro-onda ja descritos anteriormente e os valores de recuperagao dos
analitos estdo descritos na Tabela 26. Utilizou-se ainda uma amostra certificada, folhas de
tomate (NIST SRM 1573a), preparada sob as mesmas condi¢des instrumentais que as

amostras de cigarro para avaliar a exatiddo do método.

Tabela 26 — Percentuais de recuperagdo obtidos para determinagao de Cd, Pb e Cu por
voltametria de onda quadrada nas amostras de tabaco, filtros, cinzas de cigarro e material

de referéncia de folhas de tomate.

Tabaco Filtro Cinzas NIST SRM 1573a
Cd 80,4% 87,4% 104,9% -
Pb 110,6% 81,5% 86,5% -
Cu 88,2% 82,6% 81,2% 95,4%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Para o cadmio os valores de recuperagdo variaram de 80,4 a 104,9% para tabaco e
cinzas, respectivamente. O chumbo apresentou valores de recuperagao entre 81,5 e 110,6%
para filtro e tabaco, respectivamente. Ja as recuperacdes envolvendo a determinagdo de cobre,
variaram de 81,2 a 88,2% para as amostras de cinza e tabaco, respectivamente. Pode-se
considerar que os valores de recuperacdo de analito obtidos encontram-se dentro de uma
faixa de valores aceitaveis. Em trabalhos que descrevem validagdo de métodos analiticos

menciona-se que quando as amostras sio fortificadas na ordem de 100 a 1000 ug L', o
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intervalo de recuperagdo aceitavel esta entre 80 e 110% (European Commission, 2002;

Brasil, 2017).
12.4. APLICACAO DO METODO AS AMOSTRAS DE CIGARROS ILEGAIS

Avaliadas todas as figuras de mérito e otimizados os parametros instrumentais de
analise, todas as amostras das partes constituintes dos cigarros ilegais foram analisadas para
determinacao de Cd, Pb e Cu. Trabalhou-se com curvas de adi¢ao de padrao a fim de evitar
possiveis efeitos de matriz. A partir dos voltamogramas obtidos foram construidas curvas
para célculo das concentragdes dos analitos em cada uma das amostras.

As curvas de adicdo de padrao foram ainda utilizadas para calcular os limites de
detecgdo e quantificagdo do método, aplicando as Equacdes 8 ¢ 9. Para o calculo foram ainda
consideradas as massas empregadas nos procedimentos de digestdo assim como o volume

final de diluicdo. Na Tabela 27 a seguir estdao descritos os LD e LQ do método.

Tabela 27 — Limites de deteccao e quantificacdo do método para Cd, Pb e Cu em amostras
de tabaco, filtros e cinzas de cigarro.
LD (pgg") LQ (ngg"
Cd Pb Cu Cd Pb Cu
Tabaco 0,91 0,21 0,15 2,76 0,63 0,44
Filtro 1,35 0,29 0,54 4,08 0,89 1,64
Cinzas 1,72 1,33 2,07 5,21 4,03 6,27

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Nas Figuras 17, 18 e 19, estdo representados alguns dos voltamogramas obtidos a
partir das analises efetuadas para tabaco, filtro e cinzas, com suas respectivas curvas de
adi¢do de padrdo. Ressalta-se que mesmo nao obtendo sinal analitico acima dos limites de
deteccdo para o Cd nas amostras, as curvas de adi¢do de padrdo foram construidas a fim de
demonstrar a capacidade do método de avaliar de forma simultanea os trés elementos sem

interferéncia.
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Figura 17 — (A) Voltamogramas referentes a uma das réplicas da determinagdo de Cd, Pb e

Cu na amostra de tabaco. (B) Curva de adigao de padrao para Pb. (C) Curva de adigdo de

padrao para Cu. (D) Curva de adi¢do de padrao para Cd. Faixa de concentragdo dos padrdes

de Pbe Cude27,8a76,9 ug L' e Cd de 39,0 a 108,4 pg L. Condicdes analiticas vide

Tabela 23, pagina 112.
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Figura 18 — (A) Voltamogramas referentes a uma das réplicas da determinagdo de Cd, Pb e
Cu na amostra de filtro. (B) Curva de adi¢do de padrao para Pb. (C) Curva de adicao de
padrao para Cu. (D) Curva de adi¢do de padrao para Cd. Faixa de concentragdo dos padrdes
de Pbe Cu269a723ugL'eCdde39,0a108,4 ug L. Condi¢des analiticas vide Tabela
23, pagina 112.
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Figura 19 — (A) Voltamogramas referentes a uma das réplicas da determinagdo de Cd, Pb e
Cu na amostra de cinzas de cigarro. (B) Curva de adigdo de padrao para Pb. (C) Curva de
adi¢do de padrao para Cu. (D) Curva de adi¢do de padrdo para Cd. Faixa de concentragdo
dos padrdes de Pb de 27,1 296,8 pg L', Cude 13,6 a48,4 ug L' e Cd de 39,0 a 108,4 png

L !. Condi¢des analiticas vide Tabela 23, pagina 112.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

O método otimizado por voltametria de onda quadrada foi aplicado as amostras
relativas a doze marcas de cigarros, comercializados ilegalmente. Foi possivel quantificar Pb

e Cu com precisdes aceitaveis, porém para o Cd ndo foram obtidos sinais analiticos que
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permitissem sua quantificagdo em nenhuma amostra. Destaca-se ainda que valores

reportados pela literatura para concentragdo de Cd em amostras semelhantes variam de 0,28

a 1,70 ug g (Verma et al., 2010; Viana et al., 2011; Fresquez et al., 2013; Pappas et al.,
2015; Rubio Armendariz et al., 2015; Pinto et al., 2017; Zumbado et al., 2019), valores

abaixo do limite de deteccdo (2,76 ng g!) obtido para o método baseado na voltametria de

onda quadrada. Para as amostras de filtro pré-queima, todos os resultados permaneceram

abaixo do LD, os resultados obtidos para as demais amostras estdo dispostos na Tabela 28 a

seguir.

Tabela 28 — Resultados para determinacdo de chumbo e cobre em pg g™ para amostras de

tabaco, filtro pré-queima, filtro pds-queima e cinzas de cigarro.

Tabaco (T) Filtro pés-queima (FU) Cinzas (C)
Pb Cu Pb Cu Pb Cu
1 (8,54+0,83) (18,0+1,67) (3,33+0,13) (3,56 +0,22) 3,87! (11,4 +0,85)
2 (5,13+0,74) (11,8 +1,28) (1,22+0,17) (7,29 +0,61) <LD (20,4 +1,83)
3 (2,89 +£0,61) (42,6 +4,11) (0,92+0,09) (1,76 +0,22) = =
4 (7,67 +1,28) (15,9+1,73) <LD <LD (42,4 £4,23) (54,4 +£3,28)
5 (4,26 £0,66) (11,9+1,18) (1,08+0,10) <LD (13,9 +1,63) (42,0 +1,59)
6 (11,2 +1,08) (24,6 + 3,40) <LD <LD 3,73! (23,7+1,79)
7 (5,87+0,72) (13,7+1,24) <LD (1,95+£0,21) (19,9+1,08) (50,2 +6,37)
8 (15,3 +£2,20) (66,6 +7,49) <LD <LD (32,2 +3,18) (50,4 +4,36)
9 (10,7 1,09) (12,2+0,94) <LD <LD (42,5+6,03) <LD
10 (5,95+1,13) (18,6 +2,40) <LD <LD (23,3+3,90) (65,0+5,67)
11 (2,70 +£0,68) (11,2+1,12) <LD <LD (7,73 £ 0,77) <LD
12 (4,85 +1,20) (11,9 + 1,05) 0,38! <LD (24,2 +2,37) (14,6 +1,10)
Média (7,09 £3,77) (21,6 £16,7) (1,64+1,13) (3,64+2,56) (25,8+12,6) (36,9 £19,6)
Minimo (2,70 +0,68) (11,2+1,12) (0,92 +0,09) (1,76 £0,22) (7,73 +0,77) (11,4+0,85)
Maximo (15,3 £2,20) (66,6 +7,49) (3,33+£0,13) (7,29+0,61) (42,5+6,03) (65,0+5,67)

! Valores estimados, concentragio abaixo do LQ. ? Volume insuficiente de amostra para as analises.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).
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Destaca-se que foi possivel quantificar cobre em todas as amostras de tabaco com
concentra¢des variando de 11,2 a 66,6 ug g'!. Tais valores estdo na mesma ordem de grandeza
que os resultados descritos por Verma et al. (2010), que avaliaram a presenca de cobre em
cigarros e derivados. Para os cigarros as concentragdes variando na faixa de 9,01 a 19,2 pg
gl entretanto para alguns derivados do tabaco foram obtidos valores proximos a 61,5 ug g™
(Verma et al., 2010). Enquanto, Pelit et al. (2013) relataram concentragdes variando na faixa
de 9,8 a 102 ug g! para amostras de folha de tabaco (Pelit et al., 2013). Em apenas trés
amostras de cinzas nao foi verificada a presenga de Cu, sendo que as concentragdes nessas
amostras variaram de 11,4 a 65,0 pg g™'. Nas amostras 1, 2, 3 e 7 foi possivel verificar ainda
a presen¢a do Cu em seus filtros pds-queima, com concentragdo variando entre 1,95 a 7,29
ngg'.

O chumbo, de forma semelhante ao cobre, foi quantificado em todas as amostras de
tabaco, porém com concentragio variando entre 2,89 a 15,3 pg g!, ou seja, variando em uma
faixa menor. Porém, resultados similares também sdo descritos na literatura. Verma et al.
(2010) relataram a presenca de chumbo em cigarros variando na faixa de 0,79 a 5,79 ug g!,
enquanto que alguns derivados do tabaco podem apresentar concentragdes de até 13,0 ug g’!
(Verma et al., 2010). Enquanto que Rubio Armendariz et al. (2015), relataram concentragdes
variando de 0,27 a 3,60 pg g”' (Rubio Armendariz et al., 2015) De modo geral, as amostras
1 e 6 apresentaram valores de concentracao abaixo do limite de quantificagdao, de forma que
os niveis de Pb devem ser considerados estimativas da concentracao. Para as demais amostras
de cinza o Pb foi quantificado e suas concentragdes variaram de 7,73 a 42,5 pg g'. As
amostras 1, 2, 3 e 5 de filtros pds-queima apresentaram sinais analiticos quantificaveis de Pb
com concentra¢do variando de 0,92 a 3,33 pg g, enquanto que a amostra 12 teve seu valor
de concentracgdo estimado.

Na Tabela 29 estdo dispostos os resultados da concentracao de chumbo por unidade
de cigarro. Estes resultados possibilitam avaliar a distribuicdo do chumbo e cobre no cigarro
apods sua queima, podendo estimar os niveis destes metais presentes na fumacga através dos
calculos de balango de massa, evidenciando o grau de exposi¢do dos dependentes do tabaco
aos metais toxicos, além de mostrar que os residuos gerados por esse habito representam

graves problemas ambientais.
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Tabela 29 — Concentragao de chumbo e cobre em pg por unidade de cigarro em amostras

de tabaco, filtro pds-queima e cinzas de cigarro.

Tabaco (T) Filtro poés-queima (FU) Cinzas (C)
Pb Cu Pb Cu Pb Cu
1 (5,55+0,54) (11,7+1.12) (0,38+0,01) (0,41 +0,02) 0,443! (1,30 £ 0,10)
2 (3,33 +0.48) (7,66 +0,83) (0,14+0,02) (0,83 +0,07) <LD (2,33+£0,21)
3 (1,88 +£0,42) (27,6 =3,21) (0,10£0,01) (0,20 + 0,02) 2 2
4 (4,98+0,83) (10,3+1,16) <LD <LD (4,85+£0,48) (6,22 +0,38)
5 (2,77+0,43) (7,72 +0,80) (0,12+0,01) <LD (1,59+0,19) (4,81 +0,18)
6 (7,30 £0,70) (15,9 +2,23) <LD <LD 0,427* (2,71 £0,20)
7 (3,81 +£0,47) (8,89 +0,80) <LD (0,22+0,02) (2,27+0,12) (5,75+0,73)
8 (9,92 +£1,43) (43,1 £4,91) <LD <LD (3,69 £0,36) (5,77 £0,50)
9 (6,98+0,71) (7,85+0,61) <LD <LD (4,86 £ 0,69) <LD
10  (3,87+0,73) (12,1 £1,65) <LD <LD (2,67+0,45) (7,45+£0,65)
11 (1,76 £ 0,44) (7,24 +0,73) <LD <LD (0,89 +0,09) <LD
12 (3,15+0,78) (7,69 £ 0,68) 0,044! <LD (2,77+£0,27) (1,67 £0,12)
Meédia (4,61 +£2,44) (14.0+10,8) (0,19+0,13) (0,42 +0,29) (2,95+1,44) (4,22 +2,25)
Minimo (1,76 +£0,44) (7,24 £0,73) (0,10+0,01) (0,20+0,02) (0,89 +0,09) (1,30=+0,10)
Maximo (9,92 +1,43) (43,1 £4,91) (0,38 +0,01) (0,83 +0,07) (4,85+0,48) (7,45=+0,65)

! Valores estimados, concentragio abaixo do LQ. ? Volume insuficiente de amostra para as analises.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

O conteudo de cobre nas amostras avaliadas variou de 0,20 a 0,83 pg/cigarro, de 1,30

a 7,45 ng/cigarro e de 7,24 a 43,1 pg/cigarro para o filtro pés-queima, cinzas e tabaco,

respectivamente. Observa-se que a retencao de cobre nos filtros de cigarro ¢ minima em

relagdo ao total determinado no tabaco, enquanto nas cinzas nao se observa uma tendéncia

de transferéncia de cobre do tabaco, de modo que os resultados variaram de 11 a 65%.

Quanto aos niveis de chumbo nas amostras avaliadas, a variacao foi de 0,10 a 0,38

pg/cigarro, de 0,89 a 4,86 ng/cigarro e de 1,76 a 9,92 pg/cigarro para poés-queima, cinzas e

tabaco, respectivamente. Da mesma forma, a reten¢ao de chumbo nos filtros ¢ insignificante.

Nas cinzas, a predominancia de transferéncia do chumbo do tabaco foi acima de 40%.



126

As concentragdes médias de Cu e Pb no tabaco para as amostras de cigarros ilegais
foram 21,6 e 7,09 ug g’!, respectivamente. Esses resultados sdo comparaveis aos descritos
por Stephens et al. (2005), que compararam marcas falsificadas e genuinas, obtendo
concentragdes médias de 16,7 ¢ 13,0 ug g paraCue 4,1 ¢ 0,7 pg g! para Pb, respectivamente
(Stephens et al., 2005). He et al. (2015), analisaram cigarros falsificados, obtendo
concentragdes médias de Pb de 5,13 pg g! (He et al., 2015). Esses valores estdo de acordo
com os obtidos no presente trabalho, considerando-se os desvios obtidos entre as amostras e
sugerem que marcas ilegais geralmente apresentam maiores concentragdes desses elementos
toxicos em comparagdo com marcas genuinas. Como diferencial do presente trabalho, as
demais partes constituintes dos cigarros também foram avaliadas para verificar a distribuicao
desses metais apds a queima do cigarro. Além disso, este estudo demonstra que, mesmo apos
a queima, os cigarros constituem residuos ambientais devido a presenga de metais
acumulativos. Assim, ¢ importante destacar que altas taxas de elementos toxicos, como
chumbo e cobre, podem permanecer na fumaga expelida pelos cigarros e causar danos ao

sistema respiratorio dos dependentes de tabaco.
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13. CONCLUSOES PARCIAIS

Uma vez apresentada a falha técnica nos sistemas de correcao de fundo e resfriamento
do forno de grafite do espectrometro de absorcdo atomica, as solugdes previamente
preparadas mediante digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas foram utilizadas para
o desenvolvimento de um método baseado na voltametria de onda quadrada com redissolugao
anddica com objetivo de quantificar os elementos de interesse, que eram cadmio, chumbo e
cobre, principalmente.

Dessa forma, foram otimizadas as condigdes instrumentais para analise de cadmio,
chumbo e cobre por voltametria de onda quadrada. Os métodos desenvolvidos apresentaram
boa exatiddo empregando curvas de adigdo de padrdo com percentuais de recuperagdo
variando de 80,4 a 110,6% para as amostras estudadas e 95,4% para a amostra certificada.
Os limites de quantificagdo variaram para o Pb na faixa de 0,63 a 4,03 ug g!, enquanto que
para o Cu variaram de 0,44 a 6,27 pug g\

As concentragdes de cadmio permaneceram abaixo dos limites de deteccdo e
quantificacdo, de forma que técnicas mais sensiveis podem ser utilizadas para uma outra
investigacdo, visto que ha relatos na literatura da presenga deste metal em amostras com
caracteristicas similares. Dessa forma, foi estabelecida uma parceria com a professora Dra.
Tatiana Dillenburg Saint Pierre, da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, a fim
de desenvolver metodologias para determinacdo de metais tOxicos nas amostras aqui
mencionadas utilizando a Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado.

Além disso, destaca-se que foi possivel quantificar chumbo e cobre em cada fragao
das amostras de doze marcas diferentes de cigarro. As concentragdes de Pb variaram de 0,10
a 9,92 ng/cigarro para as amostras de tabaco, filtros pos-queima e cinzas. Com relagao ao Cu
variaram de 0,10 a 43,1 pg/cigarro para as mesmas amostras.

De forma semelhante aos resultados obtidos para o cromo nas amostras avaliadas, hé
um indicativo de que os produtos inseridos ilegalmente no mercado nacional apresentam
qualidade duvidosa colocando em risco a saude de consumidores e podem ser considerados
graves problemas ambientais em funcdo do potencial contaminante dos residuos gerados

pelos processos de combustao desses produtos.
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CAPITULO 5 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE COLETA DAS FRACOES
GASOSAS DOS CIGARROS PARA DETERMINACAO DE CADMIO, COBRE E
CHUMBO EM AMOSTRAS DE FUMACA UTILIZANDO A VOLTAMETRIA DE
ONDA QUADRADA COM REDISSOLUCAO ANODICA E ASPECTOS SOBRE A
BIOACESSIBILIDADE PULMONAR
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15. PARTE EXPERIMENTAL
15.1. REAGENTES E SOLUCOES

Acido nitrico (HNO; 65% m/m, Sciavicco Comércio e Industria Ltda P.A.) foi
utilizado para o preparo das solugdes extratoras da fumaga. Sais Padrao Analitico (P.A.) de
MgCl2.6H>O (Sigma-Aldrich), NaCl (Synth), KCl (Neon), NaoHPO4 (Sigma-Aldrich),
NazSO4 (Synth), CaCl2.2H>O (Sigma-Aldrich), CH3COONa.3H,O (Sigma-Aldrich),
NaHCOs3 (Synth) e citrato de sodio dihidratado (Synth) foram utilizados para o preparo da

solugdo de Gamble (LPS, liquido pulmonar simulado).

15.2. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS

Toda a instrumentacao ¢ materiais utilizados foram idénticos ao descrito no item 11.2

do Capitulo 4 desta Tese.

15.3. PREPARO DE AMOSTRAS
15.3.1. Coleta das Frac¢oes Gasosas

As amostras de fragdes gasosas dos cigarros ilegais foram coletadas seguindo o
protocolo de queima simulada com os parametros dispostos na Tabela 12 e o arranjo
instrumental, disposto na Figura 20. Tal arranjo foi construindo baseando-se em sistemas
semelhantes descritos na literatura, como o relatado por Pelit ef al. (2013) (Pelit et al., 2013).
Foi utilizado um frasco Drechsel de 125 mL, uma seringa de 60 mL e tubos de silicone

atoxico para conexao entre as partes do arranjo.
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Figura 20 — Arranjo instrumental utilizado para coleta das fracdes gasosas dos cigarros
ilegais. (A) Cigarro sofrendo processo de queima simulada conforme Tabela 12; (B) duto

conector de silicone atdxico; (C) frasco Drechsel de 125 mL; e, (D) seringa de 60 mL.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

15.3.2. Solucao Extratora: HNO3 10% v/v

Os analitos (Cd, Cu e Pb) presentes na fase gasosa foram coletados em uma solucao
de acido nitrico 10% v/v conforme sugerido por Pelit ez al. (2013) e Wright (2015) (Pelit et
al., 2013; Wright, 2015). A fumaca obtida a partir da queima simulada dos cigarros ilegais
utilizando o arranjo mostrado na Figura 17, foi borbulhada em 10 mL de solugdo acida. Apds
o processo de queima, as solu¢des foram acondicionadas em frascos de polipropileno

previamente descontaminados.
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15.3.3. Soluciao Extratora: Solucdo de Gamble

Foi preparada a solucdo de Gamble, liquido pulmonar simulado, utilizando as
concentracdes i0nicas dispostas na Tabela 2 para avaliagdo da fragdo bioacessivel de Cd, Cu
e Pb nas amostras de fumaca dos cigarros ilegais (Coufalik et al., 2016). O pH da solugao foi
controlado para 7,4 utilizando solug¢des de NaOH e HCI 1 mol L' conforme a necessidade.
A fumaca obtida a partir da queima simulada dos cigarros ilegais utilizando o arranjo
mostrado na Figura 20 (Pelit et al., 2013), foi borbulhada em 10 mL de solu¢do de Gamble.
Ap0s o processo de queima, as solugdes foram filtradas através de filtros de 0,45 um de PTFE
(Agilent Technologies, EUA) de acordo com o indicado por Takaya et al. (2006) e

acondicionadas em frascos de polipropileno previamente limpos (Takaya et al., 2006).

15.4. VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

As analises e suas condi¢Oes instrumentais utilizadas sdo idénticas ao descrito no

item 11.4 e Tabela 23 do Capitulo 4 desta Tese.
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16. RESULTADOS E DISCUSSOES

16.1. DETERMINACAO DE CADMIO, CHUMBO E COBRE TOTAIS EM
AMOSTRAS DE FUMACA DE CIGARROS ILEGAIS

O uso de parametros de queima simulada ¢ bem estabelecido pela literatura cientifica
e amplamente utilizado para determinagdes de compostos organicos e inorganicos na fumaga
de cigarros (ISO, 2012; Behera et al., 2014; Uchiyama et al., 2015). Diferentes maneiras de
coleta da fragdo gasosa também sdo relatadas, ndo havendo um consenso entre a coleta por
um sistema em fluxo, como o utilizado, ou um sistema em camara, onde a fumaca ¢é
aprisionada e adsorvida sobre a superficie da camara (Kalcher et al., 1993; Pappas et al.,
2006; Miranda et al., 2012; Pelit et al., 2013; Behera et al., 2014). Diferentes solugdes
extratoras também sao descritas, Wright (2015) e Pelit et al. (2013) utilizaram solugdes
diluidas de HNO3 com concentragdes de 10% v/v e 1 mol L', respectivamente (Pelit et al.,
2013; Wright, 2015). Em contrapartida Miranda et al. (2012) e Kalcher et al. (1993)
utilizaram condigdes mais complexas com uma mistura de metanol, HNO3 e Triton X-100 e
uma solugao 12% v/v de HCIOg4, respectivamente (Kalcher et al., 1993; Miranda et al., 2012).
Neste trabalho, optou-se por realizar as coletas das fragdes gasosas seguindo um sistema em
fluxo, adaptado do descrito por Pelit ef al. (2013) como descrito pela Figura 20 com as fragdes
gasosas sendo borbulhadas em solucdo de HNO3 10% v/v (Pelit et al., 2013; Wright, 2015).

O método otimizado por voltametria de onda quadrada foi aplicado as amostras
referentes as doze marcas de cigarros comercializados ilegalmente. Trabalhou-se com curvas
de adicao de padrao a fim de evitar possiveis efeitos de matriz. Na Figura 21, esta
representado um dos voltamogramas obtidos a partir das analises efetuadas para as amostras
de fumaga extraidas em HNO3 10% v/v, com suas respectivas curvas de adi¢ao de padrao.
Ressalta-se que mesmo ndo obtendo sinal analitico acima dos limites de detec¢ao para o Cd
nas amostras, as curvas de adicdo de padrdo foram construidas a fim de demonstrar a

capacidade do método de avaliar, de forma simultanea, os trés elementos sem interferéncia.
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Figura 21 — Voltamogramas referentes a uma das réplicas das determinac¢des de Cd, Pb e
Cu em uma das amostras de fumaca extraida em HNO3 10% v/v. Curvas de adi¢do de
padrdo de Pb, Cd e Cu inseridas. Faixa de concentragcdo dos padrdes de Pb e Cu: 17,5 a 50,0
ng L'; Cd: 26,3 a 75,0 pg L. Condigdes analiticas vide Tabela 23, pagina 112.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir dos voltamogramas obtidos foram construidas curvas para célculo das
concentracdes dos analitos em cada uma das amostras. Foi possivel quantificar Pb e Cu com
precisdes aceitaveis para algumas amostras, porém para o Cd ndo foram obtidos sinais

analiticos que permitissem sua quantificagdo em nenhuma amostra. Na Tabela 30 a seguir

estao dispostos os resultados obtidos.
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Tabela 30 — Concentracao de chumbo e cobre em amostras de fumaca de cigarro extraidas

em solucdo de HNO3; 10% v/v.

Concentracio em png L!

Concentraciao em

% de transferéncia

do Tabaco para

ug/cigarro
Fumaca
Amostra Pb Cu Pb Cu Pb Cu
1 <LD (40,0£2,1) <LD (0,40 + 0,02) - 3.4
2 <LD (147+£9) <LD (1,47 +0,09) - 19,2
3 <LD (27,6 +3,2) <LD (0,28 £0,03) - 1,0
4 (21,9+3,2) (47,8 +3,30 (0,22+0,03) (0,48 +0,03) 4,4 4,7
5 (31,9+2,1) (48,5+4,2) (0,32+0,02) (0,49 +0,04) 11,6 6,3
6 (43,1+3,77) (543+2,4) (0,43+£0,04) (0,54+0,02) 59 3.4
7 1,39! <LD <LQ <LD - -
8 (22,0+1,8) (78,5+8,9) (0,22+0,02) (0,79 +0,09) 2,2 1,8
9 <LD (5,32 +0,82) <LD (0,05 +0,01) - 0,6
10 (14,5+0,8) (57,2+2,3) (0,15+£0,01) (0,57 +0,02) 3,9 4,7
11 (9,18+1,1) (40,7+3,2) (0,09=+0,01) (0,41+0,03) 5,1 5,7
12 (11,9+0,9) <LD (0,12+0,01) <LD 3.8 -
Média (22,9+14,1) (55,0+63,0) (0,22+0,12) (0,55+0,38) (5,3+3,0) (5,1+5,3)
Minimo (14,5+0,8) (5,32+0,82) (0,09=+0,01) (0,05=+0,01) 2,2 0,6
Maximo (43,1+3,7) (147+9) (0,43+0,04) (1,47 =0,09) 11,6 19,2

! Valores estimados, concentra¢do abaixo do LQ.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).

Os valores de Cu nas amostras de fumaga de cigarro ilegais variaram de 0,05 a 1,47

pg por unidade de cigarro, enquanto que os valores de Pb variaram de 0,09 a 0,43 ug por

unidade de cigarro. De modo geral, Behera et al. (2014) avaliaram a presenga de metais

toxicos na fumaga ativa e passiva observando concentragdes de Cu na faixa de 1,1 a 1,2

pg/cigarro e de 1,4 a 2,1 p/cigarro, respectivamente. Com relagdo ao Pb, foram observadas

concentragdes variando na faixa de 0,125 a 0,164 pg/cigarro e de 0,405 a 0,742 pg/cigarro

para as mesmas amostras, respectivamente (Behera et al., 2014). Além disso, ¢ importante
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observar que de acordo com os resultados apresentados na Tabela 29, as amostras 6 ¢ 8
apresentaram as maiores concentracdes de chumbo em tabaco 7,30 e 9,92 pg/cigarro,
respectivamente. As amostras de fumagca, referentes a essas marcas, apresentaram também as
maiores concentragdes de Pb. As amostras 10 e 12 apresentaram concentragdes proximas
tanto para o tabaco (3,87 e 3,15 pg/cigarro, respectivamente) quanto para a fumaga (0,15 e
0,12 pg/cigarro, respectivamente). Para o cobre, ndo foi possivel estabelecer as mesmas
correlagdes, porém ¢ importante salientar que os mecanismos pelos quais os metais sao
vaporizados e carreados pela fumaga sdo complexos e diferentes entre si.

A porcentagem de transferéncia de chumbo do tabaco para a fumaca ativa variou de
2,2 a 11,6%, enquanto que para o cobre os valores foram menores que 6,3% com exceg¢ao da
amostra 2, onde a porcentagem de transferéncia foi de 19,2%. Uma vez que os valores médios
de Pb e Cu, observados por Behera et al. (2014) para as fragdes de fumaga ativa e passiva de
diferentes marcas populares de cigarros foram concordantes com os resultados obtidos nesse
trabalho (Behera et al., 2014), pode-se afirmar que ha evidéncias de que a utilizacdo da
solucdo extratora de HNO3 10% v/v promoveu a extragao dos metais estudados de forma
promissora nas amostras gasosas dos cigarros ilegais avaliados.

Foi utilizada apenas uma unidade de cigarro para queima simulada, borbulhando sua
fumaca na solugdo extratora. Alternativamente, a utilizagdo de um nimero maior de unidades
permitiria uma pré-concentragcao dos metais avaliados na solugao extratora e, dessa forma, o
Cd poderia, provavelmente, ser quantificado. Porém, com o aumento do nimero de unidades
de cigarros sofrendo o processo de queima simulada, a carga de compostos organicos
extraidos também seria pré-concentrada e possiveis interferéncias nas analises seriam
observadas. Para evitar essas interferéncias, processos de decomposicdo tornar-se-iam
necessarios. Uma vez que parte dos elementos avaliados apresentam carater volatil, a
utilizagdo de sistemas fechados de decomposicao seria imprescindivel. O forno digestor
micro-ondas disponivel no Departamento de Quimica da UFJF, no momento da execucao
desta etapa do projeto, requeria manutencdo, inviabilizando assim os processos de pré-

concentragao com o aumento do niamero de cigarros queimados.
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16.2. DETERMINACAO DE CADMIO, CHUMBO E COBRE BIOACESSIVEIS
EM AMOSTRAS DE FUMACA DE CIGARROS ILEGAIS

Como mencionado anteriormente, a literatura considera que os estudos de
bioacessibilidade podem ser realizados considerando diferentes solu¢des extratoras, o fluido
lisossomico artificial e a solugdo de Gamble. De maneira geral, estudos de bioacessibilidade
aplicados para avaliacdo da solubilidade de compostos metalicos em ambiente de fluido
pulmonar tem sido realizados em amostras de poeira atmosférica, aerossoéis urbanos,
materiais particulados e outras amostras ambientais (Takaya et al., 2006; Julien et al., 2011;
Cruz et al., 2015; Coufalik et al., 2016), de forma que até onde ¢ sabido nenhum trabalho ¢
reportado na literatura para amostras de fumaca de cigarros.

Utilizando o arranjo instrumental da Figura 20 e os parametros de queima simulada
de cigarros da Tabela 12, a fumaca dos cigarros ilegais foi borbulhada sobre a solugdo de
Gamble, preparada com composi¢do idnica de acordo com a Tabela 2. Foi aplicado o método
otimizado por voltametria de onda quadrada as fragdes bioacessiveis da fumaca das amostras
de cigarros comercializados ilegalmente. Para evitar possiveis efeitos de matriz, as
determinagdes foram conduzidas com curvas de adi¢do de padrao. O voltamograma obtido a
partir das analises da fragao bioacessivel em solu¢ao de Gamble, com suas respectivas curvas
de adicdo de padrido, esta representado na Figura 22. Ressalta-se que mesmo nao obtendo
sinal analitico acima dos limites de detec¢@o para o Cd e para o Pb nas amostras, as curvas
de adicao de padrao foram construidas a fim de demonstrar a capabilidade do método de

avaliar de forma simultanea os trés elementos sem interferéncia.
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Figura 22 — Voltamogramas referentes a uma das réplicas das determinag¢des de Cd, Pb e
Cu na fragdo bioacessivel de fumaca extraida em solucdo de Gamble. Curvas de adi¢do de
padrao de Pb, Cd e Cu inseridas. Faixa de concentracdo dos padrdes de Cu: 17,5 a 50,0 pg

L' Pb: 8,82250ug L' e, Cd: 6,9 a17,4 ug L. Condigdes analiticas vide Tabela 23,
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir dos voltamogramas obtidos foram construidas curvas para calculo das
concentragdes dos analitos em cada uma das fragdes bioacessiveis. Foi possivel quantificar
Cu com precisdes aceitaveis para algumas amostras, porém para o Cd e Pb ndo foram obtidos
sinais analiticos que permitissem sua quantificagdo em nenhuma amostra. Na Tabela 31 a

seguir estdo dispostos os resultados obtidos.
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Tabela 31 — Concentracao de cobre em amostras da fragao bioacessivel dos metais na

fumaca de cigarro extraidas em solu¢do de Gamble.

Amostra Concentracio em png L' Concentraciao em pg/cigarro
1 (34,0 £2,5) (0,34 £ 0,02)
2 (66,5 +£4,2) (0,67 £ 0,04)
3 <LD <LD
4 (14,3 +£1,3) (0,14 £0,01)
5 (53,4+4,1) (0,53 +0,04)
6 (8,72 +0,89) (0,09 +0,01)
7 <LD <LD
8 (14,8 £ 1,0) (0,15+0,01)
9 <LD <LD
10 2,08! <LQ
11 (30,3 +1,7) (0,30 +0,02)
12 <LD <LD
Média (28,0 £ 22,6) (0,28 £0,23)
Minimo (8,72 +0,89) (0,09 £0,01)
Maximo (66,5 +4,2) (0,67 +0,04)

!'Valores estimados, concentragdo abaixo do LQ.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

De maneira geral, os valores bioacessiveis de cobre nas amostras de fumaca de
cigarros comercializados ilegalmente variaram de 0,09 a 0,67 pg/cigarro. A amostra 2, que
apresentou maior valor de concentragdo na solugdo extratora de HNOsz 10% v/v, 1,47
pg/cigarro, apresentou também a maior concentracdo de cobre na fracdo bioacessivel. As
amostras 7 e 12 apresentaram concentragdes abaixo do LD, assim como as amostras 3 ¢ 9,
porém as ultimas exibiram concentragdes quantificaveis na solugdo extratora de HNO3 10%
v/v, enquanto que a amostra 10 apresentou valores de concentracao abaixo do LQ. As demais
amostras apresentaram concentragdes quantificaveis de cobre na solu¢do Gamble, porém os
dados se mostraram sem correlagdes diretas evidenciando que ocorrem diferengas de sorgao

entre as solugdes extratoras e que esta também ¢ afetada pela matriz da fumaga. A titulo de
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exemplo, as amostras 1 e 11 apresentaram concentragdes de cobre proximas para a solugao
extratora acida, 0,40 e 0,41 pg/cigarro, respectivamente, e para a fragdo bioacessivel, 0,34 ¢
0,30 pg/cigarro, respectivamente. Por outro lado, as amostras 4, 6 e 8 apresentaram
concentracdes na faixa de 0,48 a 0,79 pg/cigarro para a extragdo acida e concentracdes na
faixa de 0,09 a 0,15 pg/cigarro para a fragdo bioacessivel.

Como mencionado anteriormente, o balango de massa das concentragdes obtidas na
Tabela 29 permite estimar as concentracdes totais de cobre na fumaca dos cigarros (ativa e
passiva). A partir desses valores ¢ das concentragdes na solugdo de Gamble, pode-se calcular
as fracOes bioacessiveis de cobre na fumaca ativa dos cigarros avaliados. Tais resultados

estdo dispostos na Tabela 32 a seguir.

Tabela 32 — Fracao bioacessivel de cobre em amostras de fumaga ativa de cigarros ilegais

extraida em solu¢do de Gamble, liquido pulmonar simulado.

Amostra Concentracao solucao Concentracao solucio Fracao

HNO3 10% v/v (ug/cigarro) de Gamble (ng/cigarro) bioacessivel (%)

1 (0,40 + 0,02) (0,34 £ 0,02) (85+5)
2 (1,47 £0,09) (0,67 £ 0,04) (46 £ 3)
3 (0,28 + 0,03) <LD -
4 (0,48 £ 0,030 (0,14 +£0,01) (29 +£2)
5 (0,49 + 0,04) (0,53 + 0,04) (108 + 8)
6 (0,54 + 0,02) (0,09 £ 0,01) (17 +2)
7 <LD <LD -
8 (0,79 + 0,09) (0,15 +0,01) (19+ 1)
9 (0,05 +0,01) <LD -
10 (0,57 £0,02) <LQ -
11 (0,41 + 0,03) (0,30 + 0,02) (73 + 5)
12 <LD <LD -
Média (0,55 +0,38) (0,28 £0,23) (54 £ 35)
Minimo (0,05 +0,01) (0,09 +0,01) (17 +2)
Maéximo (1,47 £ 0,09) (0,67 £ 0,04) (108 £8)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
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A literatura cientifica contempla alguns estudos que envolvem a avaliagdo da fracao
bioacessivel de compostos presentes no cigarro como o acetaldeido e a nicotina (Seeman et
al., 2002; Seeman e Carchman, 2008), porém nao foram encontrados estudos sobre a fragao
bioacessivel de cobre em liquido pulmonar simulados. Dessa forma, estudos que utilizam a
solucdo de Gamble como liquido pulmonar simulado para avaliar a fragdo bioacessivel de
cobre foram considerados. Huang et al. (2016) determinaram que 30% do cobre presente em
aerossois de neblina (material particulado PM2s) do sudeste asiatico foi soluvel em liquido
pulmonar simulado, enquanto que para o aerossol urbano sem neblina esse valor chegou a
37% (Huang et al., 2016). De maneira semelhante, Silva et al. (2015) avaliaram a fracao
bioacessivel de metais pesados em material particulado (PMi¢) e determinaram que para o
cobre, os valores variaram de 18 a 40% (Da Silva et al., 2015).

Os procedimentos pelos quais sdo avaliadas as fragdes bioacessiveis de metais em
material particulado utilizando liquidos pulmonares simulados, sdo diferentes da
metodologia empregada nesta tese, porém evidenciam que tais solugdes sao rotineiramente

empregadas para esse tipo de avaliagdo em um consenso cientifico internacional.
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17. CONCLUSOES PARCIAIS

O arranjo instrumental utilizando o frasco Drechsel e a seringa permitiu coletar com
sucesso as fragdes de fumaca ativa das doze marcas de cigarros comercializados ilegalmente.
Essas amostras gasosas foram borbulhadas sobre uma solu¢do de HNO3 10% v/v, cujo
objetivo inicial foi avaliar a fragdo total de metais toxicos presentes na fumaca, e em solugao
de Gamble, uma soluc¢ao idnica de composicao definida cujo objetivo visa obter as fracdes
bioacessiveis de metais toxicos presentes na fumaca.

De maneira geral, a solucao de acido nitrico diluido ndo mostrou eficiéncia adequada
para absorcao dos metais presentes na fumaca ativa e, dessa forma, ndo forneceu uma
estimativa confidvel sobre os niveis totais destes metais. Isso se torna evidente quando
consideramos as concentragdes médias estimadas pelo balango de massa, mesmo fornecendo
os valores somados de fumaga ativa e passiva, ¢ também em fun¢ao dos resultados obtidos
utilizando a solugdo de Gamble, uma vez que foi possivel quantificar cobre em um nimero
maior de amostras.

Uma etapa de pré-concentragdo dos extratos foi considerada, porém ao final do
processo de queima simulada, os extratos apresentavam-se com alta carga de matéria
organica (alteracdo da cor da solucdo inicial). Sem a presenca de um sistema de digestao
fechado, para decomposicao das amostras, optou-se por ndo a implementar a fim de evitar
maiores interferéncias nas andlises voltamétricas.

Os resultados obtidos indicam que a fracdo de cobre nas amostras de cigarros,
disponivel para absorcdo nos pulmdes varia de 0,09 a 0,67 pg/cigarro. Esses valores
confirmam a necessidade de estudos mais abrangentes, uma vez que os efeitos adversos
causados pela inalagdo de metais ndo sao bem conhecidos. Pode-se também sugerir que
politicas socio-educativas de combate ao consumo e de controle de produtos de qualidade

contestada sejam desenvolvidas e implementadas.
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18. CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho de tese foram otimizadas as condigdes instrumentais para
determinacdo de chumbo por GF AAS avaliando diferentes estratégias de preparo de
amostras para as amostras de tabaco. Apos a otimizagdo das condi¢des de preparo de
amostras, as condi¢des instrumentais de analise (temperaturas de pirdlise e atomizagdo e a
necessidade de utilizagdo de modificador quimico da matriz) foram otimizadas para analise
direta, suspensoes, e para solugdes digeridas por radiagdo micro-ondas.

Diferengas significativas nas condi¢des de andlise foram observadas em funcdo da
complexidade de cada matriz, para a solugdo digerida a temperatura de pirdlise foi fixada em
800 °C e a de atomizagdo em 1200 °C com utilizagdo de Mg(NO3)2 como modificador
quimico. J& para as amostras de suspensao de tabaco as temperaturas de pirolise e atomizagao
foram 1250 e 1450 °C, respectivamente, requerendo uma mistura de PA(NO3), ¢ Mg(NO3)2
como modificadores quimicos. Por razdes técnicas, ndo foi possivel concluir essa parte do
projeto, entretanto com a manutengao do espectrdmetro de absor¢do atdmica e as condigdes
instrumentais previamente otimizadas, sera viavel aplicar o método a esse tipo de amostra.

Utilizando a espectrometria de absor¢ao atomica foram desenvolvidos métodos para
determinacao de cromo em amostras de tabaco, filtros pré e pds-queima e cinzas. As figuras
de mérito dos métodos foram comparaveis a métodos reportados na literatura com limites de
detecgdo na ordem de 20 a 81 ng g”'. Os métodos apresentaram ainda precisdo (RSD < 7%)
e exatidao (97,6%) adequados. Uma amostra de referéncia (NIST SRM 1573a) foi avaliada
obtendo-se uma recuperagao média de 102,9% para o analito, confirmando a boa exatidao do
método. Foi possivel quantificar o teor total de cromo em uma amostra de filtro pés-queima
com concentragdo média de 0,034 pg/cigarro e para as 12 amostras de cinzas e de tabaco
com concentragdes médias variando de 0,32 a 0,80 pg/cigarro e 0,96 a 3,85 pg/cigarro,
respectivamente.

A quantidade de cromo encontrada nas amostras estudadas sugere que o mercado de
cigarros precisa de supervisdo adequada para proteger a saude e a seguranga do consumidor,
uma vez que todas as marcas ilicitas estdo inseridas no mercado brasileiro e apresentaram
concentracdes consideravelmente altas de cromo por unidade de cigarro. Em fungdo dos

problemas técnicos apresentados pelo espectrometro de absor¢ao atomica, ndo foi possivel
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desenvolver e aplicar um método para determinagao de cromo nas amostras de fumaga, bem
como avaliar a fracdo bioacessivel do mesmo presente nessas amostras. Por outro lado, os
resultados obtidos para essa parte do projeto podem ser considerados relevantes e foram
publicados no periddico Journal of Analytical Toxicology.

Considerando a impossibilidade circunstancial de explorar mais os métodos
espectrométricos, métodos eletroquimicos baseados na voltametria de onda quadrada foram
otimizados e aplicados para a determina¢do simultdnea de cobre, cddmio e chumbo nas
amostras de filtros pré e po6s-queima, cinzas e tabaco, digeridas por radiacdo micro-ondas.
As figuras de mérito do método eletroquimico se mostraram adequadas com limites de
detec¢iio na ordem de 0,72, 0,89 e 1,43 ng L. A precisio, avaliada através do desvio padrdo
relativo das medidas dos picos das amostras analisadas em triplicata, com RSD < 11% se
mostrou adequada para os niveis de concentragdo estudados. Os ensaios de adicdo e
recuperagdo com valores variando de 80 a 111% demonstraram também boa exatidao,
confirmada pela recuperag¢ao de 95% para o cobre numa amostra de referéncia de folhas de
tomates (NIST SRM 1573a). As concentragdes de cadmio permaneceram abaixo dos limites
de detecgdo, porém foi possivel quantificar chumbo e cobre nas amostras.

Para o cobre, as concentragdes variaram de 0,22 a 0,83 pg/cigarro, 1,30 a 7,45
pg/cigarro e 7,24 a 43,1 pg/cigarro para as amostras de filtro pos-queima, cinzas e tabaco,
respectivamente. Enquanto para o chumbo, as concentracdes variaram de 0,12 a 0,38
pg/cigarro, 0,89 a 4,86 ug/cigarro e 1,76 a 9,92 ng/cigarro para as mesmas amostras. Em
relacdo as amostras investigadas, foram observadas altas taxas de transferéncia de cobre e
chumbo para cinzas, enquanto os filtros tiveram baixa absor¢do apds queima simulada. Isso
sugere que quantidades significativas desses metais, transportadas pela fumaca, podem
atingir as vias aéreas dos fumantes. Dessa forma, além de uma preocupacao recorrente a
saude, os residuos gerados pelo héabito do tabagismo podem ser considerados como
problemas ambientais a nivel global. Além disso, como a descri¢do de metais toxicos em
amostras de cigarros utilizando métodos eletroquimicos nao ¢ relatada pela literatura, os
resultados descritos nessa tese, referente a essa parte, puderam ser publicados no periddico
Microchemical Journal.

O sistema construido para coleta das amostras se mostrou adequado para a execucao

do procedimento. As amostras gasosas foram coletadas em solucdo de HNO; 10% v/v e
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solucdo de Gamble, uma solu¢do que simula o liquido pulmonar expelido pelas células
alveolares.

O método baseado na voltametria de onda quadrada foi utilizado para avaliagdo dos
niveis de cadmio, chumbo e cobre nas amostras de fumaca extraidas em solugdo acida e em
liquido pulmonar simulado. As concentragdes de cadmio permaneceram abaixo dos limites
de detec¢do para ambos os processos de extracdo desses metais da fumaga. Utilizando a
solugdo acida foi possivel quantificar o cobre e o chumbo em quatro amostras, com
concentracdes variando entre 0,05 e 1,47 pg/cigarro e 0,12 e 0,43 pg/cigarro,
respectivamente. Para a solu¢do de Gamble foi possivel quantificar apenas os niveis de cobre
em 7 das amostras de fumaca e os niveis de concentragao variaram de 0,09 a 0,67 pg/cigarro.

Considerando que os resultados obtidos para a solu¢ao de Gamble permitiram a
quantificacdo de cobre em sete amostras e utilizando a solugdo de acido nitrico apenas quatro,
pode-se considerar que a solug¢do 4cida ndo forneceu estimativas aceitaveis sobre os niveis
totais de metais toxicos na fumaca ativa dos cigarros. A literatura cientifica relata estudos de
bioacessibilidade de compostos organicos como a nicotina, também presentes na fumacga de
cigarros. Entretanto, para metais toxicos esse tipo de estudo ¢ comumente relatado para
amostras ambientais, como materiais particulados, aerossois urbanos, poeira atmosférica,
entre outros. Os resultados obtidos indicam que até 0,67 pg de cobre fica disponivel para
absor¢ao nos pulmdes por cigarro fumado. Esses valores revelam dados preocupantes para a
saude dos dependentes do tabaco, uma vez que os efeitos da acumulagao de metais no sistema
respiratorio ainda sdo pouco conhecidos e, também, porque no cigarro existem outros

elementos que nao foram investigados nesse trabalho.
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19. PERSPECTIVAS

Frente as dificuldades técnicas encontradas durante a execucao do trabalho com os
equipamentos disponiveis no Departamento de Quimica da UFJF, tem-se como perspectiva
a finalizacao de algumas partes do trabalho e elaboragdo de outros projetos derivados deste.

Destacam-se:

a) Avaliagdo das figuras de mérito e aplicagio do método desenvolvido para para
determinacdao de chumbo em suspensdes de amostras de tabaco por GF AAS;

b) Otimizar as condi¢des instrumentais para determinacdo de outros metais toxicos em
suspensoes de tabaco por GF AAS;

¢) Otimizar as condigdes instrumentais ¢ determinar outros metais toxicos nas amostras
digeridas por radia¢do micro-ondas empregando as técnicas instrumentais F AAS e GF AAS;
d) Considerando que para materiais particulados, a bioacessibilidade ¢ avaliada deixando o
material em contato com o liquido pulmonar simulado por periodos de 24 horas e que o rapé,
um tipo de mistura de folhas de tabaco finamente particulada, ¢ consumido de forma direta,
tem-se como perspectiva avaliar os processos de bioacessibilidade empregando métodos
utilizados para amostras de material particulado;

e) Avaliar o emprego de outras solugdes sorventes ou sistema de filtro para estimar a
concentracdo de metais toxicos na fumaga ativa por técnicas voltamétricas e
espectrométricas;

f) Desenvolver um sistema de captacdo da fumaca passiva e avaliar a presenca de metais
toxicos empregando técnicas voltamétricas e espectrométicas;

g) Comparar cigarros comercializados de forma ilegal com os legalizados;

h) Estudar outras amostras derivadas de tabaco, como cigarros de palha, charutos, fumos de
corda, entre outros;

1) Desenvolver métodos e aplicar para amostras de esséncias de cigarros eletronicos.
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Abstract

Smoking is a public health problem and an important source of exposure to toxic metals. This work describes an efficient analytical
method comparable to the ones based on atomic emission techniques for the determination of chromium in different constituent
parts of cigarette samples (tobacco,filtersand ashes)usingelectrothermalvaporization—atomic absorptionspectrometry.The method
was evaluated using 12 samples, and the results showed recovery values between 83 and 107%. The accuracy was also evaluated using
a reference sample of tomato leaves (NIST SRM 1573a), which proved the efficiency of the method. The limits of detection of the
developed method were 20.4, 75.8 and 80.7 ng g-' for tobacco, filter and cigarette ash samples, respectively. The average chromium
values found for the analyzed samples were in the range of 0.96 to 3.85 and from 0.32 to 0.80 pg/cigarette for tobacco and ashes,
respectively. For most pre-burn and postburn filter samples, the values of chromium concentration remained below limits of detection.
The developed method presented adequate results about precision and accuracy, demonstrating its applicability in the determination

of chromium in cigarette samples.

Introduction

Smoking is a public health problem, being related to more than 50
diseases and causing a large number of premature deaths worldwide.
The World Health Organization (WHO) estimates that 27% of the
world’s population is dependent on tobacco (21 and 38), which is
worrying and suggests the importance of knowing the quantities of
chemical substances carried into the lungs. Besides, smoking is an
important source of exposure to toxic metals such as chromium (36),
systematically studied in this work.

The toxic metals present in tobacco are partitioned into the different
parts of the cigarette and the knowledge of the percentage release of
these metals during the burning of the cigarette allows estimating the
average consumption of these contaminants. Another point that must
be considered is the potential of environmental contamination by
residues, as the ash and filters that are usually disposed of without any
care (12).

The tobacco plant,Nicotiana tabacum L.,is known for absorbing
metallic elements from its culture environment and accumulating them
in its leaves, justifying the presence of these elements in the cigarette
(12, 32 and 36). Thus, metal hyperaccumulation may be aggravated by
environmental contamination of soil, water and air. However, several
other factors such as climatic variation, plant variety, tobacco handling
and treatment and the use of fertilizers of contested quality may also
influence the hyperaccumulation process (18, 28 and 31). The
exaggerated use of fertilizers is believed to be the main responsible
cause for the contamination and accumulation of heavy metals in
tobacco plants (32 and 34).

During the cigarette burning, there is a division of the accumulated

metals between mainstream smoke (that is inhaled in to the lungs

during the puffs), sidestream smoke (that released by the burning end
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Smoking is a present-day disease that affects a significant part of the world population and the search for

Cadmium Lead analytical data regarding toxic elements in cigarettes is still an issue of analytical interest. This work describes

g;f:reerwave Anodic Stripping Voltammetry an efficient, fast, and reliable analytical methodology for the determination of Cd, Pb and Cu in different

Cigarettes constituent parts of cigarettes (filters, ashes, and tobacco) samples using Square Wave Anodic Stripping
Voltammetry. The electrochemical system consisted of a cell with three electrodes: work — mercury film
modified glassy carbon electrode, reference — Ag/AgCl(sat) and auxiliary — platinum, using as supporting
electrolyte hydrochloric acid 10 mmolL™". The results obtained after the previous digestion of the samples in a
microwave oven confirmed the efficiency of the procedure. The method was validated using 11 samples and
the results showed recovery values between 80 and 111%. The accuracy was also evaluated by means of a
matching reference sample of tomato leaves to prove the reliability of the method. The detection limits were
0.72, 0.89 and 1.43 pgL™' for Cd, Pb and Cu, respectively. Regarding the analytical results, the cadmium
contents remained below the detection limits, while the average values found for lead were in the range 0.21,
2.84 and 4.86 pg/cigarette for the post burning filter, ashes, and tobacco, respectively. The average values found
of copper were in the range 0.49, 4.22 and 12.8 pg/cigarette for the post-burning filter, ashes, and tobacco,
respectively.

1. Introduction concentrations of Cd and Pb were determined in cigarettes, indicating
mainly of the tobacco, 91%, and 79%, respectively [5—8]. Besides the
hyperaccumulation can be exacerbated by environmental pollution of soil,
water, and air. But several other factors, such as climate change, variety of
plant, handling and tobacco treatment, changing of fertilizer quality can
also influence the hyperaccumulation level [9-11]. It is believed that the
exaggerated use of fertilizers has a huge contribution to both
contamination and accumulation of metals in tobacco plants

[6,12].

The World Health Organization (WHO) estimates that there are about
1.1 billion smokers in the world, which represents approximately 27% of
the world's population [1]. Smoking is a public health problem and the
mains avoidable cause of developing several diseases and premature
deaths worldwide [2].

Smoking accounts for more than 50 diseases, corresponding to 30% of
deaths from various cancers, 90% of lung cancer deaths, 25% of deaths
from coronary heart disease, 85% of deaths from chronic lung diseases and . .
25% of deaths due to stroke, besides severely deteriorating the Consequently, smoking is an important source of human exposure

reproductive system, contributing to abortions, premature births and to toxic metals., such as cadmlur.n., leadf and Cf)pper [7]. The toxic

sudden death [3,4]. metals present in tobacco are partitioned in the different phases of the
The tobacco plant, Nicotiana tabacum L., is known for absorbing

metallic elements from its culture environment and accumulating them in

its leaves, as demonstrated by Galazyn-Sidorczuk et al. [5]. The
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