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AFUBRA

ANVISA

BEC

CF-LIBS

CE

CQCT

CRM

DOC

ET AAS

EDMO

ABREVIATURAS

Associacdo dos Fumicultores do Brasil

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Concentragdo equivalente de fundo, do inglés Concentration

equivalent background

Espectrometria de emissdo optica com plasma induzido por Laser
sem calibracdo, do inglés calibration free laser-induced

breakdown spectroscopy

Concentragao do extrator

Convengao-Quadro para o Controle do Tabaco

Materiais de referéncia certificados, o inglés Certified reference

material or stardand reference material

Carbono organico dissolvido do inglés Dissolved organic carbon

Espectrometria de absorgdo atdmica com atomizagdo
eletrotérmica, do inglé€s Electrothemal atomic absorption

spectrometry

Eficiéncia da decomposicao da matéria organica
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F AAS

FAOSTAT

GF AAS

HCA

HG AAS

HR-CS GF AAS

IARC

ICP MS

Espectrometria de absor¢do atobmica com chama, do inglés Flame

Atomic Absorption Spectrometry

Organizacao das Nagoes Unidades para Agricultura e
Alimentag@o, do inglés Food and Agriculture Organization of the

United Nations

Espectrometria de absorg@o atdmica com forno de grafite, do

inglés Graphite furnace atomic absorption spectrophotometer

Analise de agrupamento hierarquico, do inglés Hierarchical

cluster analysis

Espectrometria de absor¢do atomica com geracao de hidreto, do

inglés hydride generation atomic absorption spectrometry

Espectrometria de absor¢do atomica de alta resolucdo com fonte
continua com atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite, do
inglés High-resolution continuum source graphite furnace atomic

absorption spectrometry

Agéncia Internacional de Pesquisa sobre cancer, do inglés

International Agency for Research on Cancer

Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, do

inglés Inductively coupled plasma mass spectrometry
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ICP OES

IBGE

LIBS

LD

LQ

MAPA

MEV

NIST

OMS

PBET

PC

PCA

Espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente
acoplado, do inglés Inductively coupled plasma optical emission

spectrometry

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Espectrometria de emissdo optica com plasma induzido por Laser, do

inglés Laser induced breakdown spectrometry

Limite de detecgdo do inglés limit of detection

Limite de quantificacdo, do inglés limit of quantification

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Microscopio de varredura eletronica

National Institute of Sandards and Technology

Organizag¢do Mundial da Satide

Teste de extragao baseado em fisiologia, do inglés Physiological

based extraction test

Componentes principais, do inglés principal component

Analise de componente principal, do inglés Principal component

analysis
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PTFE Politetrafluoroetileno, do inglés Polytetrafluoroethylene

PRF Poténcia de radiofrequéncia

RCC Contetdo residual de carbono do inglés Residual carbon content
RM Resposta multipla

RSD Desvio padrio relativo, do inglés relative stardard deviation
SBET Extragdo simples de bioacessibilidade do inglés, Simple

Bioaccessibility Extraction

TS FF-AAS Espectrometria de absor¢do atdmica com tubo na chama, do inglés

Thermospray Flame Furnace Atomic Absorption Spectrometry

UBM Método de bioacessibilidade Unificado do inglés, Unified

bioaccessibility method

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos analiticos para determinagdo de
constituintes inorganicos em amostras de produtos de tabacos (charuto, fumo desfiado e
fumo de corda), utilizando a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). As condi¢des operacionais do ICP OES foram
otimizadas aplicando planejamento Dochlert. O planejamento Box-Behnken foi
empregado para determinagdo das condicdes Otimas do processo de digestdo das
amostras usando bloco digestor em sistema fechado. Os limites de quantificacdo (LQ)
variaram entre 0,09 pg g'(Ba e Ti) e 116 pg g ' (Na). O método analitico foi aplicado
para a determinag@o de dezenove elementos quimicos (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V e Zn) nas amostras de produtos de tabaco. A analise
dos componentes principais (PCA) e analise do agrupamento hierarquica (HCA) foram
aplicadas para avaliar os diferentes tipos de produtos do tabaco, considerando a
composi¢do elementar. Foi também desenvolvido um método para determinagdo de
constituintes inorganicos em amostras de produtos de tabaco por ICP OES, apos
extragdo assistida por ultrassom. O planejamento Box-Behnken e a fungdo
desejabilidade foram utilizados para otimizar o procedimento de extragcdo dos analitos
nas amostras. Apos as condigdes experimentais otimizadas, o0 método analitico permitiu
a determinacdo de Ba, Ca, K, Mg, Mn, Na, P e Sr, com limites de deteccdo de 0,0007;
4,6; 115; 2,3; 0,08; 14; 7,2 ¢ 0,03 pg g'l, respectivamente. A exatiddo dos métodos
analiticos foi confirmada pela analise do material de referéncia certificado (CRM) de
folhas de tabaco oriental (CTA-OTL-1), folhas de macieira (NIST 1515) e folhas de
tomateiro (CRM-Agro C 1003a). A estimativa da bioacessibilidade de Al, Ca, Cd, Cu,
Fe, K, Na, P, Ti, V e Zn em fumo de corda foi realizada utilizando o método de extragdo
in vitro para ensaio da simples extracdo da bioacessibilidade (Simple Bioaccessibility
Extraction Test - SBET). As fracdes bioacessiveis obtidas em porcentagem foram: 4,06
- 7,8 (Al); <LQ- 24,4 (Ca); <LQ - 59,1 (Cd); <LQ - 25,8 (Cu); 17,4 - 34,8 (Fe); 67.,4-
72,2 (K); <LQ -73,7 (Na); <LQ -85,9 (P); <LQ- 35,3 (Ti); <LQ- 44,8(V); <LQ- 44,8
(Zn). Todas as amostras apresentaram elevados teores de potassio sendo o principal
elemento quimico relacionado com parametro de qualidade do tabaco, teor de agucar e
combustibilidade conforme a literatura.

Palavras Chaves: Produtos de tabaco; Constituintes inorganicos; Preparo de amostras;
Ferramentas quimiométricas; ICP OES; bioacessibilidade.
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ABSTRACT

In this work, analytical methods were developed to determine inorganic constituents in
tobacco products samples (cigar, shredded smoke and rope smoke), using inductively
coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP OES). The operating conditions of
spectrometer were optimized by applying Doehlert design. A Box-Behnken design was
used to determine the optimal conditions for sample digestion process using closed
digestor block. The limits of quantification (LQ) varied between 0.09 ug g” (Ba and Ti)
and 116 pg g_1 (Na). The analytical method was applied to determine nineteen chemical
elements (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V and Zn) in
tobacco products. Principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis
(HCA) were applied to assess the different types of tobacco products, considering the
elemental composition. A method was also developed to determine inorganic
constituents in samples of tobacco products by ICP OES, after ultrasound-assisted
extraction. Box-Behnken design and the desirability function were used for optimize the
procedure for extracting analytes. After optimized experimental conditions, the
analytical method allowed the determination of Ba, Ca, K, Mg, Mn, Na, P and Sr, with
limits of detection of 0.0007, 4.6, 115, 2.3, 0.08, 14, 7.2 and 0.03 pg g'l, respectively.
The accuracy of the analytical methods was confirmed by analysis of the certified
reference material (CRM) of oriental tobacco leaves (CTA-OTL-1), apple leaves (NIST
1515) and tomato leaves (CRM-Agro C 1003a). The bioaccessibility estimate of Al, Ca,
Cd, Cu, Fe, K, Na, P, Ti, V and Zn in rope smoke was performed using in vitro
extraction method for Simple Bioaccessibility Extraction Test (SBET). The
bioaccessible fractions obtained in percentage were: 4.06 - 7.8 (Al); <LQ - 24.4 (Ca);
<LQ - 59.1 (Cd); <LQ - 25.8 (Cu); 17.4 - 34.8 (Fe); 67.4 - 72.2 (K); <LQ - 73.7 (Na);
<LQ - 85.9 (P); <LQ - 35.3 (Ti); <LQ - 44.8 (V); LQ - 44.8 (Zn). All samples showed
high levels of potassium, being the main chemical element related to tobacco quality
parameter, sugar content and combustibility according to the literature.

Keywords: Tobacco products, Inorganic composition, Chemometric tools, ICP OES,
Ultrasonic extraction, bioaccessibility.
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1. INTRODUCAO

A planta do tabaco possui grande capacidade de absorver elementos tracos do
solo, como cadmio, chumbo e niquel, que se acumulam em suas folhas em alta
concentracdo [1]. Desta forma, o tabagismo ¢ uma fonte de ingestdo de elementos
quimicos potencialmente toxicos e provavelmente agente cancerigenos, ndo apenas para
o fumante, mas também para ndo-fumantes por meio do fumo passivo [2]. Por outro
lado, a presenca de macroelementos em produtos de tabaco como magnésio e potassio
estdo relacionados com o aumento da produtividade e boa qualidade do produto [3].
Considerando estes aspectos, a caracterizagdo da composi¢do quimica dos produtos de
tabaco tem sido frequentemente necessaria, devido a sua importancia na sociedade bem

como, as consequéncias do tabagismo para a saude [4,5].

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) ¢ uma técnica requisitada para analise de rotina de constituintes inorganicos em
amostras de tabaco, pois permite a determinacdo de varios elementos quimicos que
podem estar relacionados tanto com o risco do consumo do tabaco para a satide humana,
como para a qualidade dos produtos na industria do tabaco [6,7,8]. Entretanto, em
analises empregando ICP OES, o desenvolvimento de procedimentos eficientes para
digestdo de amostras, que resultam em baixos niveis de carbono dissolvido, faz-se
necessario para evitar interferéncias ndo espectrais [9]. Além disso, a otimizacdo das

condi¢cdes de operacdo do espectrometro, como a poténcia de radiofrequéncia e a vazdo
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do gas de nebulizacdo, pode melhorar os parametros de desempenho do método

analitico [8].

Neste contexto, as técnicas de planejamento de experimento sdo aplicadas na
otimizagdo de métodos analiticos utilizando ICP OES, com intuido de avaliar o efeito e
interagdes entre as variaveis e gerar uma grande quantidade de informagdes, a partir de
um pequeno numero de experimentos [10]. Logo, faz-se necessaria a escolha da variavel
dependente para avaliar a significancia de cada efeito no planejamento proposto, sendo
que a fun¢do de resposta multipla e a fung@o da desejabilidade podem ser aplicadas para
obter o valor ideal em experimentos, que demandam varias respostas para uma condi¢do

de compromisso [11].

No preparo de amostras, a técnica de extracdo assistida por ultrassom vem
sendo relatada na literatura, como uma alternativa para substituir os procedimentos de
digestdo por via seca e via umida na determinacdo de constituintes inorganicos em
diferentes tipos de amostras. Com isso, os métodos de extracdo de metais assistido por
ultrassom usando acido nitrico como extrator foram, empregados na preparagdo de

amostras de tabaco do enchimento do cigarro [12,13].

A combinacdo dos métodos analiticos validados, com técnicas de analise
multivariadas de dados ¢ adequada para monitoramento da composi¢do quimica dos
tabacos, no intuito de avaliar possiveis adulteragdes ou tendéncias entre estas amostras
[14,15,16]. Os métodos de reconhecimento de padrdes ndo supervisionados como a
analise de componentes principais (PCA) e a analise de agrupamento hierarquico
(HCA), podem contribuir para se verificar as tendéncias e similaridade dos produtos do

tabaco e a identificagdo dos elementos quimicos responsaveis por sua diferenciacdo. Os
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resultados obtidos sdo fundamentais para identificar a autenticidade ou realizar a
diferenciacdo por regido, contribuindo desta forma, para evitar o contrabando dos
produtos industrializados, padronizar a fabricagdo de produtos de tabaco; e o mais

importante, alertar a populacdo global sobre os efeitos nocivos do tabagismo.

Método da simples extragdo da bioacessibilidade in vitro (Simple
Bioaccessibility Extraction Test - SBET) pode ser adotado para estimar o risco a satide
de elementos quimicos presentes em amostras [17,18]. Estes procedimentos possuem
vantagens em relagdo aos testes in vivo, por serem mais simples, rapidos, facies de
realizar, evitando também o uso de modelo animal. A bioacessibilidade ¢ definida como
a fragdo de um elemento quimico que ¢ solivel no trato gastrointestinal e, portanto, ¢
disponivel para absor¢do, que ¢ especificamente referido quando modelos de avaliacdo

in vitro sdo usados [17].

Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos analiticos para a determinagdo de
constituintes inorganicos, essenciais e potencialmente toxicos em produtos de tabaco,
utilizando diferentes estratégias para andlise quimica dessas amostras, como a digestio
via umida usando bloco digestor em sistema fechado empregando acido nitrico diluido,
assim como, a andlise do extrato, apos as amostras serem submetidas a extracdo
assistida por ultrassom. A analise multivariada de dados (PCA e HCA) foi aplicada para
avaliar os diferentes produtos do tabaco comercializados em Salvador, Bahia, Brasil,
através da composi¢cdo elementar. Por fim, o método de extragdo in vitro foi aplicado
para estimar a bioacessibilidade de elementos essenciais e a potencialidade de

elementos quimicos em produtos de tabaco.
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Esta Tese de Doutorado consta de uma parte introdutéria com fundamentagdes
tedricas a respeito da folha de tabaco, seus produtos e do seu conteudo inorgénico, além
dos métodos analiticos desenvolvidos existentes na forma do primeiro capitulo. As
informagdes cientificas foram elencadas em cinco capitulos. Os trés capitulos
subsequentes descrevem os trabalhos relacionados as estratégias analiticas propostas
para determinacdo de constituintes inorganicos em produtos de tabaco (charuto, fumo
desviado e fumo de corda), bem como, a estimativa da bioacessibilidade de onze
elementos quimicos. No quinto capitulo sera apresentada uma avaliacdo da composi¢ao
mineral dos produtos de tabaco comercializados na cidade de Salvador, Bahia, Brasil. E,
por fim, serdo descritas as conclusdes desta Tese de Doutorado e suas perspectivas de

trabalho.
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2.0BJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver estratégias analiticas para determinagdo de constituintes
inorgénicos essenciais e potencialmente toxicos em de produtos de tabaco empregando
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado e, estimar a

bioacessibilidade desses elementos quimicos proveniente do consumo destes produtos.

2.2. Especificos

Empregar os planejamentos de experimentos, Doehlert ¢ Box-Behnken, na otimizagao
dos procedimentos de preparo de amostra e condi¢des operacionais do equipamento ICP

OES;

Caracterizar os parametros do desempenho dos métodos analiticos propostos;

Empregar a analise multivariada de dados para avaliar tendéncia e similaridade entre

tipos de produtos de tabaco comercializados na cidade de Salvador, Bahia, Brasil.

Estimar a bioacessibilidade de elementos essenciais e potencialmente toxicos em

produtos de tabaco.

Avaliar a qualidade dos produtos de tabaco comercializados na cidade de Salvador,

Babhia, Brasil através da composicao elementar.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. O tabaco

1.1.1 Caracteristica da planta e abordagem histéria

O tabaco ¢ uma planta herbacea da familia das Solandceas de nome cientifico
Nicotiana tabacum L. conhecida popularmente como fumo ou erva santa. A planta €
pouco ramificada, com grandes folhas verdes e brancas podendo atingir até 2,5 metros
de altura. As folhas secas da Nicotiana tabacum L. sdo usadas para fumar, mascar ou
aspirar. Na Figura 1(a) e (b) sdo apresentadas as ilustragcdes da planta e da folha de
tabaco, respectivamente. Existem mais de 60 espécies de tabaco; no entanto, apenas a
Nicotiana tabacum L. sintetiza a nicotina, um alcaldide que estimula a sintese de

dopamina no cérebro provocando uma sensacdo de bem-estar [19,20].

(@ (b)

Figura 1.1. Ilustracdo do tabaco em (a) planta (Nicotiana tabacum L.) e (b) folhas

(Nicotiana tabacum L.). Fonte: www.google.com.br/imagens.
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Na América Central, aproximadamente 1.000 a.C., o tabaco era utilizado em
rituais religiosos, com a crenga de purificar, proteger e fortalecer os temores dos
guerreiros, além de profetizar o futuro. Historiadores acreditam que foi através da
migracdo de tribos tupis-guaranis que a planta chegou ao Brasil. Os termos tabacum e
tabaco vém do nome de um tipo de junco vazado que era usado pelos indigenas para
inalar o fumo. O nome boténico do género e do principio ativo do tabaco, a nicotina, foi
derivado do nome de Jean Nicot, embaixador da Franca em Portugal, que introduziu a

planta na Franca em 1561 para usos medicinais [21].

Entre os séculos, XVI ¢ XIX o tabaco ganhou grande importancia comercial no
Brasil, servindo até de intercdmbio com a Inglaterra, na compra de escravos. Durante o
periodo do império, o seu cultivo e comércio passaram a figurar como o principal
produto exportador [22]. A produgdo de folhas de tabaco no Brasil comecou nos estados
da Bahia e Pernambuco. Durante a tomada de Pernambuco pelos holandeses no século
XVII, o cultivo do produto foi de grande importancia no comércio da Companhia das
ndias Ocidentais. As provincias de Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,

também se sobressairam na produgdo do tabaco [23,24].

O tabaco que, inicialmente, foi introduzido na Europa com a finalidade
terap€utica, tornou-se uma demonstracdo de ostentacdo originada na Espanha, através
do uso de charuto. Em seguida, o uso para fins terapéuticos deu lugar ao habito de
fumar apenas por prazer. As folhas de tabaco foram levadas a varios continentes e, em
1840, comecaram os relatos do uso de cigarro. No século XIX, foi difundido o habito do
cigarro e, a partir da primeira guerra (1914-1918), tomou enormes propor¢des no mundo

[25].
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1.1.2. Produciao no Brasil

Atualmente, o tabaco ¢ uma das maiores culturas agricolas em todo o mundo,
sendo raros os paises que ndo o produzem. As taxas que incidem sobre ele, representam
valores consideraveis nos orcamentos de muitos paises. A China, a India, o Brasil, os
Estados Unidos da América, o Zimbabue e a Indonésia sdo responsaveis por 70% da
produgcdo mundial de folhas de tabaco, sendo 30% do total, voltado a exportacdo
[26,27]. A maior produtora mundial ¢ a China, seguida pelo Brasil que ¢ o segundo
maior produtor desde 1993, e o maior exportador mundial de fumo em folha [26,28].
Entretanto, em relagdo a China, o Brasil produz todos os tipos de tabaco em folha, além

de produzir charutos [29].

No Brasil, a produgdo de folhas de tabaco concentra-se nos estados da regido
sul e, a maioria de sua lavoura, ¢ destinada ao mercado de exportagdo para mais de 100
paises. Os produtores caracterizam-se por serem agricultores minifundidrios, as
chamadas fumicultura na agricultura familiar brasileira, ocupando um total de 200 mil
familias, que englobam 4,4 milhdes de estabelecimentos rurais [30]. A regido sul do
Brasil possui mais de 651 municipios que produzem tabaco, totalizando 323 mil
hectares, além de envolver mais de 2,5 milhdes de empregos nos processos produtivos e
de industrializa¢do, concentrando cerca de 98,1% da producdo nacional (Tabela 1). Os
estados da Bahia, Sergipe e Alagoas possuem o restante da produ¢do nacional, sendo
especializados no cultivo de tabacos escuros, apropriados a manufatura de charutos,

cigarrilhas, cigarros escuros ¢ fumo de corda [23, 31].
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O Brasil produz, atualmente, as trés variedades de tabaco Virginia, Burley e
Oriental, que sdo destinadas a industrias de cigarros e charutos. O tabaco predominante
¢ o tipo Virginia, produzido na regido sul do Brasil; que é o mais utilizado na produgdo
de cigarros. O tipo Virginia é um tabaco claro, com flavour, sabor e aroma médios entre
suave e forte. Na Bahia, cultiva-se o tabaco escuro proprio para charuto e cachimbo

[21].

Tabela 1.1. Fumicultura brasileira no periodo de 2018/2019.

N° de Familias Hectares  Producio Participa¢do  Valor
REGIAO

Estados  Produtoras  Plantados  Toneladas % RS$/kg Total
Sul 3 149.060 297.310 664.355 96,8 8,83 5.863.792.410
Nordeste 7 9.997 19.471 21.498 3,1 5,97 128.315.689
Outras 4 263 426 357 0,1 13,39 4.781.261
Total 14 159.320 317.207 686.210 100 8,74 5.996.889.360

Fonte: Afubra/ IBGE [32]
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1.1.3. Produtos de tabacos comercializados na Bahia

Existem diferentes produtos de tabaco preparados de diversas formas. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢é a responsavel por
regular e registrar os produtos de tabacos. No site dessa Agéncia reguladora, os
produtos derivados do tabaco sdo classificados em trés tipos: produtos de tabaco
queimados/combustiveis; produtos de tabaco ndo geradores de fumaga (do inglés
smokeless); produtos de tabaco aquecidos/vaporizados [33]. Dentre os produtos de
tabaco queimados/combustiveis, ou seja, que produzem fumaca, os que se destacam na
Babhia sdo o charuto, fumo desfiado e o fumo de rolo ou de corda. A Figura 1.2. mostra

as ilustracdes das trés formas de tabaco.

O charuto ¢ definido como folhas de tabaco enroladas formando um rolo que
habitualmente ¢ fumado sem filtro [34]. O fumo de corda, ou fumo de rolo é um tipo de
fumo (tabaco) torcido e enrolado, normalmente utilizado para confeccionar cigarros de
palha. E, também, consumido mascando-se pequenos pedagos. As cordas de fumo sdo
fabricadas com as folhas enrolada através de um artefato chamado sarilho. O fumo de
corda é curado ao Sol durante 60 a 90 dias; neste periodo a corda ¢ torcida varias vezes,
passando de um sarilho para outro [35]. O fumo desfiado ¢ fabricado através do fumo
seco e picado, utilizado na fabricacdo do cigarro artesanal, enrolado em uma palha de
milho ou em papel industrializado. Na palha, o fumante coloca a quantidade desejada
para fumar. Também ¢ utilizado nos cachimbos, muito fumado nas zonas rurais e

cidades do interior [23].
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(@

Figura 1.2. (a) Charuto (b) fumo de Corda (folha de tabaco enroladas) (c¢) fumo

desfiado. Fonte: www.google.com.br/imagens.

1.1.4. Perigo e maleficios do consumo do tabaco

O consumo dos varios produtos de tabaco, juntamente com o alcool, ¢ uma das
principais causas de morte prematuras no mundo. Ja foram registradas dez mil mortes
por dia, sendo associado a causa de varios tipos de doengas tais como, acidentes
vasculares cerebrais, hipertensdo arterial e doengas cancerigenas, entre outros [36, 37].
O uso do tabaco ¢ a causa numero um de mortes evitdveis em todo o mundo,
contribuindo para seis milhdes de mortes a cada ano [38]. As doengas associadas ao
tabagismo sdo causadas por compostos toxicos de muitos tipos de gases e particulas,
que sdo geradas pela fumaga do tabaco [39]. Ha varias substancias quimicas que causam
maleficios ao fumante. Contudo, a maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos
mostraram que a nicotina ¢ o principal agente responsavel pelo desenvolvimento da
dependéncia ao tabaco [40]. As pesquisas mostraram que 75% dos pacientes tratados,

voltam ao vicio apds cinco anos de abstinéncia [41].
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No passado, as mortes pelo tabagismo afetaram, sobretudo, os paises do
primeiro mundo. Nas tultimas décadas, o nimero de mortes expandiu-se rapidamente
nos paises emergentes. Aproximadamente 80% das mortes decorrentes do consumo de
tabaco, ocorreram em paises com renda baixa e média [42]. Hoje, observa-se que os
varios meios de comunicagdes, entidades e os 6rgdos do governo (municipal, estadual, e
federal), na maioria dos paises, buscam informar e prevenir sobre os problemas
causados pelo tabagismo. Na maioria dos paises, o habito de fumar ¢ uma das principais
causas de problemas de satide. Estima-se, que mais de 400 milhdes de adultos poderdo
morrer até 2050, vitimas do tabagismo. Nos Estados Unidos da América, um dos
principais consumidores mundial, o tabaco ¢ o maior responsavel pela causa de doengas
(440 mil Obitos prematuros por ano). Em paises em desenvolvimento, como a
Argentina, mais de 40 mil pessoas morrem por ano na juventude devido ao tabagismo

ou a exposi¢do ao fumo passivo e, outras 18 mil possuem uma doenga grave [43].

O aroma das folhas de tabaco implica uma resposta integrada ao seu olfato, o
paladar e a sensacdo de prazer do fumante. Entretanto, os componentes neutros do
aroma do tabaco sdo compostos toxicos, o que faz com que os fumantes ao utilizarem,
podem estar contraindo doengas cancerigenas provenientes destes compostos [44]. O
consumo na forma de charuto ¢ mais nocivo que o cigarro. A sua fumaca, tem maior
concentragao de nicotina, fazendo com que seus usudrios desenvolvam um maior grau
de dependéncia em menor tempo de uso, comparados aos fumantes de cigarro. O
charuto quando fumado, libera através da fumaga compostos altamente carcinogénicos
como: as nitrosaminas, os hidrocarbonetos e as aminas aromaticas, em niveis

significativamente mais elevados quando comparado ao cigarro. Isto pode explicar
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porque os fumantes de charutos apresentam o risco de terem cancer de pulmao até nove

vezes maior que os ndo fumantes.

Vale ressaltar, que os indices de mortalidade por cancer de pulmio nestes
fumantes estdo relacionados com os elevados niveis de nicotina ativa, que pode causar
dependéncia, mesmo sem a inalagdo direta da fumaga [23,38]. Um cigarro pode conter
de 1 a 2 mg de nicotina, enquanto que o charuto de 100 a 400 mg, com até 17 g de
tabaco. A sua fumaga, também ¢ mais alcalina que a do cigarro, o que facilita sua
dissolugdo na saliva e sua absor¢do pela mucosa oral. Ao ser considerado o nimero de
gramas de tabaco fumado, através de analises bioquimicas, observou-se que o alcatrdo,
o monoxido de carbono e a amonia sdo produzidos em quantidades maiores através da
queima de charutos do que da queima de cigarros. Além disso, o alcatrdo derivado do
charuto tem altas concentracdes de carcinogénicos, como os hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos [40].

Somado aos compostos organicos, existem evidéncias suficientes que sugerem
exposicdo ao tabaco fumado por inalagdo ou de produtos do tabaco sem fumaga que por
exposi¢do oral resulta em captacdo significativa de muitos elementos quimicos
potencialmente toxicos. Essas exposi¢des também podem ter implicagdes significativas
na saude, incluindo aumento de doengas do pulmao e canceres, doencas inflamatorias

orais, asma ¢ supressdo da resisténcia imune [2,4].

Atualmente, ndo existem meios em larga escala para reduzir os niveis de
metais nos produtos de tabaco. Dado o potencial de risco significativo a saude associado
aos metais, parar de consumir os produtos € a inico meio comprovado de reduzir os

riscos a saude associados aos elementos quimicos e exposi¢do de metaldide. Logo, parar
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de consumir reduz, mas, ndo elimina os riscos para a saude causados pelo consumo do

tabaco. Assim, ainda ¢é preferivel evitar o consumo e exposi¢cdo aos produtos do tabaco

[4].

1.2. Elementos quimicos presentes no tabaco

O crescimento saudavel das plantas esta relacionado com a absor¢ao de dgua, e
elementos quimicos do solo e didéxido de carbono (CO,) através das folhas. Os minerais
devem estar adequadamente disponiveis no solo, para que ocorra o crescimento e
desenvolvimento das plantas. No caso de solos deficientes de nutrientes, estes
elementos quimicos podem ser facilmente fornecidos através da aplicacdo de
fertilizantes. Isto ¢ muito importante para a produgdo do tabaco, cujo objetivo € produzir
folhas com uma composi¢do quimica relativamente especifica para alcangar importantes

padrdes de qualidade e gerar rendimentos [30].

Por outro lado, o uso de fertilizantes pode de ser uma fonte de elementos
quimicos potencialmente toxicos, que causam sérios males a saiide humana. As plantas
de tabaco capturam com facilidade metais potencialmente toxicos do solo e os
concentram nas folhas. Seus conteidos também podem ser provenientes do solo nativo
ou do uso de pesticidas, herbicidas e fungicidas. Os fertilizantes e pesticidas contém
clevadas concentragdes de elementos toxicos como arsénio, cadmio, cromo, chumbo e

niquel [45,46,47].
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Assim, ¢ de fundamental importdncia conhecer a fungdo dos nutrientes e
identificar os sintomas de deficiéncia ou excesso destes constituintes, bem como os
riscos da presenca de elementos quimicos potencialmente toxicos na planta. Os
nutrientes que as plantas necessitam em grande quantidade s3o denominados
macroelementos e, os nutrientes que as plantas necessitam menores concentragdes sao

denominados microelementos.

1.2.1. Macroelementos

1.2.1.1. Nitrogénio

As plantas necessitam de elevadas quantidades de nitrogénio para o seu
desenvolvimento, o qual ¢ diretamente responsavel pelo transporte de agua, e
carboidratos, entre outros compostos. Nas plantas herbaceas, normalmente existe

entre 1,5 a 4,5% de nitrogénio, em toda a matéria seca [48,49].

No tabaco, o nitrogénio ¢ essencial para o crescimento da planta, sendo
importante no processo de fotossintese, determina o desempenho da 1dmina foliar e,
desta forma, contribui diretamente na producdo e qualidade. O nitrogénio, no tabaco
curado, influencia no sabor, aroma e fumaga. A presenga de nitrogénio na planta
esta relacionada com a concentrag@o de nicotina, uma vez que este elemento representa

17,3% do massa molecular da nicotina [50, 51].

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA 38



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

A nicotina ¢ o principal alcaldide toxico encontrado no tabaco, representando
uma fracao de 90% do total da composicdo de suas folhas (0,60 a 3,00% da matéria seca
de tabacos) [52,53]. A concentragdo de nicotina ¢ um dos indices mais importantes da
qualidade das folhas porque afeta diretamente a disponibilidade industrial e a seguranca
do tabaco curado. Recomenda-se que a concentracdo de nicotina nas folhas de tabaco
deve ser limita da entre 1,75 a 2,00% [54]. A falta de nitrogénio no solo diminui a
quantidade de acido jasmoénico, uma importante substidncia que regula a sintese de
nicotina nas raizes do tabaco. Por outro lado, o excesso de nitrogénio disponivel no solo

aumenta a concentracao de nicotina nas folhas de tabaco [55].

A nicotina ¢ considerada pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) uma
droga psicoativa, devido a acdo direta e rapida (aproximadamente 10 e 19 s) no sistema
nervoso central. No cérebro, estimula células cerebrais a produzirem mais dopamina,
um neurotransmissor associado a sensacdo de bem-estar. Os sintomas de abstinéncia

levam o fumante ao desejo de um novo cigarro [40].

A nicotina, também ¢é absorvida pelo trato respiratorio, mucosas orais e pele.
Em tabacos para charutos e cachimbos, a nicotina ¢ encontrada na forma nao-protonada,
o que facilita a absor¢ao pela mucosa bucal devido o pH alcalino. Por isto os fumantes
de charuto e cachimbo ndo necessitam tragar o fumo para se satisfazer [56]. A
determinacdo de nitrogénio ¢ de interesse devido aos efeitos na satde [57]. Nas folhas
de tabaco, o nitrogénio também pode estar associado a compostos como aminas, nitratos
e nitritos, que podem ser convertidos a 6xidos de nitrogénio (NOx) através do processo
de pirdlise. Apos a combustio, pode ser potencialmente emitido na forma de 6xidos

como 6xido nitrico, 6xido nitroso e didxido de nitrogénio (NO, N,O e NO;) [58,59].
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1.2.1.2. Potassio

O potassio ¢ um elemento essencial para o ser humano. E o principal cation do
fluido intracelular; desempenha um papel na regulacdo da pressdo osmotica, pressao
arterial e equilibrio acido-base. E também, essencial para o crescimento das plantas,
formagdo e o amadurecimento dos frutos, além de aumentar a rigidez dos tecidos ¢ a

resisténcia das plantas as pragas e moléstias [60].

Este macroelemento ¢é responsavel, elasticidade, flexibilidade, textura e
alteracdo da cor das folhas; caracteristicas que definem a qualidade dos produtos de
tabaco. Sua concentragdo nas folhas de tabaco varia de 2 a 8% podendo chegar até 10 %
[61]. Estudos relatam que concentragdes de potassio maiores do que 2 % em massa
seco, sdo geralmente essenciais para produzir folhas superiores. Entretanto,
concentragdes abaixo de 2 % reduzem a qualidade do tabaco. As folhas que ndo contém
quantidade suficiente de potassio, apos a cura, sdo quebradicas, enquanto as folhas com

quantidades adequadas apresentam coloragdo amarelada [62,63].

No tabaco curado, este elemento quimico aumenta a quantidade de agucar,
devido a conversao do dioxido de carbono em glicose. Ele também ¢ um dos principais

constituintes da cinza resultante da combustao continua sem chama dos charutos [5,64].
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1.2.1.3. Calcio

O calcio ¢ encontrado naturalmente nas rochas, sedimentares e
metamorficas, pode precipitar na forma de sulfatos, fosfatos ou carbonatos. No
solo, encontra-se como componente da matéria organica ou adsorvido em coldides. O
enriquecimento adicional de Ca em terras agricolas ¢ feito através do uso de calcério
para a correc¢do da acidez do solo. Este elemento influencia, de modo predominante, no

equilibrio entre a acidez e a alcalinidade do meio e da seiva.

Ele é um elemento quimico essencial para os organismos Vivos,
particularmente na fisiologia celular, onde o movimento do ion célcio (Ca*") para
dentro e para fora do citoplasma, funciona como um sinal para muitos processos
[65]. Nas plantas, ¢ absorvido como fons Ca®", essencial para o estabelecimento
de endossimbioses micorrizicas arbusculares, que fixam o nitrogénio, liberam

fosfato e neutraliza as toxicidades de outros ions metalicos [66].

O calcio ¢ um dos principais constituintes inorganicos do tabaco, sendo o
segundo mais absorvido, antecedido somente pelo potassio. Seu conteido, em uma
folha curada, geralmente varia entre 1,5 e 2,0%. Este macroelemento quando aplicado
em elevadas concentragdes na cultura de tabaco pode influenciar de forma positiva ou
negativa na absor¢do de minerais. O aumento da concentragdo de calcio pode causar
uma diminui¢do gradual na concentracdo de fosforo e magnésio. Enquanto que
influencia de forma positiva, nas concentragdes dos micronutrientes ferro,

manganés, zinco e cloro [66,67].
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1.2.1.4. Magnésio

O magnésio, elemento essencial para o ser humano, encontra-se no organismo
em maior quantidade nos ossos. O fon Mg®" tem uma fung@o estabilizadora na estrutura
de cadeias do acido desoxirribonucleico (ADN) e acido ribonucleico (ARN). Os ions de
magnésio também atuam na atividade de coenzimas e, em reagdes que dependem da

adenosina trifosfato (ATP) [68].

As plantas absorvem o magnésio do solo na forma de cation divalente (Mg2+)
cujo equilibrio é restabelecido pelo Mg trocavel. E um elemento fundamental para o
desenvolvimento da planta; sendo um dos componentes do pectato de clorofila,
tendo grande importincia na fotossintese. E essencial para a formagdo de

carotenoides e requerido por um grande numero de enzimas ligadas a

transferéncia de fosfato [69].

No tabaco, o aumento do contetido de magnésio nas folhas (até 2%)
aumenta a combustibilidade e a aparéncia das cinzas (cor e textura), resultando
em cinzas porosas, soltas e de cor clara, que melhora a combustdo. A deficiéncia
de magnésio reduz a qualidade das folhas, produzindo folhas escuras e curadas,
com coloragdo irregular. Além de reduzir o teor de agucar, também conduz a um

aumento na quantidade de cinzas [69,70,71].
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1.2.1.5. Fosforo

O foésforo ¢ um macroelemento considerado essencial para os seres vivos,
estando entre os seis elementos quimicos mais presente na composi¢do dos seres
vivos. Através dos processos geoquimicos e biologicos os fosfatos naturais presentes
nas rochas sdo transformados em formas organicas e inorganicas estaveis, que sdo
transferidas para o meio ambiente. O fosforo é absorvido pelas raizes das plantas e se
incorpora na cadeia trofica dos consumidores, sendo devolvido ao solo, nos

excrementos ou através da morte [72].

O fosforo ¢ essencial para o desenvolvimento das raizes e crescimento das
plantas. Também, melhora a cor e a qualidade das folhas. No tabaco curado, a
quantidade adequada de fosforo aumenta o teor de aclicar, mas, em excesso este
elemento causa a secagem e resulta em folhas irregulares, além de produzir cinzas

pretas ao invés de cinzas brancas [69,73].
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1.2.1.6. Enxofre

As plantas absorvem o enxofre do solo como ion sulfato, o qual auxilia a planta
na defesa contra pragas e doengas. E importante para os processos metabolicos e
producdo de proteinas. Além disso, o aumento da absor¢do deste nutriente eleva
também a absor¢do de outros como: nitrogénio, fosforo e zinco, que s@o essenciais para

o desenvolvimento da planta [74].

Na planta de tabaco, a deficiéncia de enxofre ¢ caracterizada pelo crescimento
atrofiado, amarelecimento e rolagem de folhas jovens. Por outro lado, o excesso de
enxofre nos produtos de tabaco, afeta a combustibilidade e diminui a alcalinidade das
cinzas. Além disso, a concentragdo de S acima de 1% nas folhas pode afetar o aroma,
uma caracteristica fundamental do tabaco 'curado por combustdo' que ¢ usado como

aromatizante nas misturas de cigarros [69,71].

1.2.2. Microelementos e elementos traco

1.2.2.1. Aluminio

O aluminio ¢ o elemento metalico mais abundante da crosta terrestre, porém
ndo possui funcdo biologica significativa. Os alumino silicatos presentes nas rochas,
quando decompostos pela agua contendo de gas carbdnico, liberam o aluminio na forma

, 3+ r ) .
trocavel (Al”"). Trata-se de um elemento anfétero, que pode atuar como cation em meio
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acido ou como anion em meio basico, assim, o pH ¢ o principal fator que controla a sua
disponibilidade no solo [75]. O aluminio presente no solo pode ser toxico para as
plantas, pois, inibe o crescimento e o desenvolvimento das raizes, alterando a absorc¢ao
de agua e nutrientes [76]. Nos seres humanos, sua toxicidade esta associada a alteracdo

do metabolismo do calcio no cérebro [77].

Estudos relataram que exposi¢des por inalagdo ocupacional do aluminio em
algumas formas quimicas ocasionam bronquite cronica, pneumoconioses de aluminio,
fibrose pulmonar, granulomatoses, respostas anafilaticas e neurotoxicidade [78,79]. No
caso de pessoas que fumam, o aluminio absorvido atinge a via olfativa e se acumula nos
pulmdes [80]. Elevados niveis de concentragdes de aluminio no condensado da
respiracdo exalada, tem sido observado em individuos fumantes com transtorno

pulmonar obstrutivo crénico (DPOC) [81].

1.2.2.2. Bario

O bario ¢ um elemento quimico que pode causar lesdes dérmicas. Quando
ingerido oralmente ou inalado pode causar taquicardia, hipertensdo e pneumoconiose
granulomatosa benigna [82]. Apesar de ndo ser considerado cancerigeno, ¢ muito
toxico, se acumula nos ossos ¢ dentes ¢ sua toxicidade ¢ antagonista dos canais de
potassio, resultando em hipocalemia [83]. A toxicidade dos compostos de bario depende
de espécies especificas; entretanto, doses letais em humanos geralmente variam de 1 a

30 ¢ [84].
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1.2.2.3. Cadmio

O cadmio ¢ um elemento que ocorre naturalmente no solo em concentragdes
que podem diferir consideravelmente, dependendo do tipo de solo, mas que geralmente
sdo inferiores a 1,0 ug g”'. O enriquecimento adicional do Cd em solos agricolas em
muitas partes do mundo pode ocorrer devido ao uso em longo prazo de fertilizantes
fosfatados ricos deste elemento. Também, pela aplicacdo de lodo de esgoto
contaminado com Cd, bem como através da deposi¢do atmosférica provenientes de
atividades industrias proximas das zonas de cultivo [85]. Desta forma, esse elemento
pode ser encontrado em concentracdes relativamente elevadas nas plantas cultivadas.

Este, quando absorvido diminui a formacao de espécies reativas de oxigénio [86].

A planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.) pode acumular concentragdes
relativamente elevadas de cadmio em suas folhas (incluindo nervuras e veias). As
concentragdes geralmente variam em menos de 0,5 a 5 pg g”'; porém alguns valores
mais elevados ja foram relatados [14,87]. Entretanto, a concentra¢do de Cd nas plantas
de tabaco depende de varios fatores, como pH e matéria orgénica do solo e o padrdo de

translocagdo e acimulo de Cd podem diferir entre espécies e cultivares [88].

O cadmio ¢é considerado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
(IARC) como um dos principais carcinogénicos presente na fumaca do tabaco [89]. Ao
ser inalado, este metal ¢ eficientemente transportado na fumaca até o trato respiratorio.

Como metal livre, cloreto ou 6xido, ¢ mais volatil do que muitos outros metais ou seus
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oxidos. Cada cigarro contém em média de 1 a 2 pg de Cd e os fumantes absorvem de 1
a 3 pg Cd / dia durante o tabagismo [90]. A meia-vida da depuragdo pulmonar do
cadmio ¢ de 13 a 24 anos, desta forma o Cd pode exercer efeitos carcinogénico muito
tempo apo6s o término da exposicdo ambiental [91]. Além de ser cancerigeno, o cadmio
esta associado ao desenvolvimento de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e

nefrotoxicidade [92].

1.2.2.4. Cobre

O cobre em reduzidas concentracdes ¢ um elemento necessario para os seres
vivos. Sendo, essencial para as plantas em processos de oxidagdo e redugdo. Além
disso, ¢ um micronutriente necessario para a producao e desenvolvimento saudavel do
tabaco, contribuindo para a satide integral da planta e regulando sua imunidade natural

[93]. Entretanto, o cobre pode ser toxico para os seres humanos [94].

A contaminag@o ocorre através da mastigacdo de um tipo de tabaco chamado
gutka, sendo uma importante fonte de fibrose nas cavidades bucais [95]. O cobre
inalado causa migracdo alveolar de macrofagos, eosinofilia, formacdo de granulomas
histiociticos, fibrose pulmonar e formagdo de nodulos fibro-hialinos, semelhante aos
encontrados na silicose, como conseqii€ncia de exposi¢des ocupacionais. Um estudo
realizado na determinagdo de metais em sangue humano relatou concentragdes de cobre,

significativamente, mais elevadas no sangue de fumantes do que de ndo fumantes [96].
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1.2.2.5. Cobalto

O cobalto ¢ um elemento fundamental para o homem. Ele ¢ um componente
importante da vitamina B12 (cobalamina). Entretanto, quando a concentracdo deste
metal aumenta no corpo humano, a vitamina B12 torna-se contaminada, restringindo a
respiragdo celular e também o ciclo do acido citrico mediado por enzimas [97]. O
cobalto esta classificado no grupo 2b da IARC como possivel cancerigeno para o
homem. Também, esta relacionado com sensibiliza¢cdes de metais, incluindo de contato
alérgico epidérmico e oral, a inflamagdes por dermatite de contato, inflamacdes

pulmonares, pneumoconioses e condi¢des asmaticas [98].

1.2.2.6. Ferro

O ferro ¢ um metal encontrado em praticamente todos os seres vivos e €
responsavel por varias fungdes no organismo. A deficiéncia de ferro nos seres humanos
causa anemia. Nas plantas a deficiéncia dificulta a capacidade fotoquimica e a sintese da
clorofila [93]. Por outro lado, o ferro em elevadas concentragdes € toxico. Devido a sua
quimica redox, o ferro também ¢ conhecido por catalisar a formagdo de radical
hidroxila, altamente reativo a partir do ion superdxido e peroxido de hidrogénio pela

reagdo de Fenton em duas etapas, assim como o cobre [99].

Como consequéncia, o ferro inalado pode contribuir para a lesdo pulmonar

induzida por radicais livres. Se o ferro estiver em niveis normais, este processo ¢
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controlado pelos mecanismos antioxidantes do organismo. Em excesso, se acumula no
figado provocando danos a este o6rgdo. O tabagismo ¢ uma fonte de contaminagdo de
ferro. Padmavathi e colaboradores [100] determinaram ferro em concentragoes,

significativamente mais elevadas no soro de fumantes cronicos.

1.2.2.7. Manganés

O manganés ¢ um microelemento essencial para todos os seres vivos. Nas
plantas, o manganés ¢ necessario na formacdo da clorofila, na reducdo de nitratos
e na respiracdo. Este elemento ¢ muito importante para cultura do tabaco, pois
ativa a respiracdo das raizes, reduz a nervuras das folhas, melhora a elasticidade
da lamina. Durante o tabagismo, promove a formagdo de cinzas claras, assim
como uma fumaga também mais clara [93]. O manganés quando inalado, pode entrar
no tecido cerebral através das vias olfativas. Em niveis elevados pode levar ao
manganismo, caracterizado por sinais motores e posturais consistentes com aqueles

inerentes a doenga de Parkinson [101].

Os complexos de manganés (II) foram investigados no tabaco [102]. O
manganés (III) e (IV) existe em formas ligadas a complexos, como proteinas do
fotossistema II da planta [103]. Os estados de oxidagao (II), (IV), (V), (VD) e (VII) sdo
geralmente mais toxicos em formas ndo complexas. A capacidade dos oOxidos de
manganés em oxidar cromo (III) a cromo (VI) acrescenta a dimensdo oxidagao-reducdo

a potencializacdo da toxicidade do cromo[104]. Segundo os relatorios da Agéncia de
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Protecdo Ambiental dos EUA, ha indicios de que os compostos de manganés podem

induzir ou exacerbar asma [105].

1.2.2.8. Molibdénio

O molibdénio ¢ um elemento quimico essencial para vida dos animais, sendo
responsavel pelo metabolismo saudavel dos seres humanos. Nas plantas, participa da
bioquimica da absor¢do e do transporte e fixacdo de nitrogénio. Faz parte da enzima
nitrato redutase e nitrogenase. A deficiéncia de molibdénio nas plantas ocasiona a
diminui¢do do crescimento [93]. Entretanto, a exposi¢do prolongada ao pd molibdénio

pode causar irritacdo nos olhos, nariz, garganta e pele [106].

1.2.2.9. Niquel

O niquel ¢é o vigésimo segundo elemento mais abundante na crosta terrestre.
Ocorre naturalmente no solo em concentragdes que dependem do material de origem. O
maior teor ¢ encontrado em solos desenvolvidos de serpentina € o menor em solos
derivados de granitos e arenito. Além da sua concentracdo natural, os solos recebem Ni
oriundo da atividade antropica através da exploragdo agricola dos solos, com uso de
insumos (pesticidas, corretivos e fertilizantes); uso de lodos de esgoto, escorias de
siderargicas, deposi¢do atmosférica a partir de combustiveis fosseis e atividades da

industria metalirgica. O niquel emitido no ambiente por fontes naturais ou
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antropogénicas, circula por todos os compartimentos ambientais devido a processos
quimicos e fisicos, além de ser biologicamente transportado por organismos vivos

[107].

Exposigdo excessiva ao niquel pode levar ao cancer nasal e pulmonar ou
aumentar a possibilidade de desordens cutaneas (niquel-eczema). A IARC classificou o
niquel no um grupo 1 "carcinogénico para humanos" [108]. Outra importante via de
exposi¢do ao niquel é o tabaco. O cigarro pode conter de Ni entre 1,3 a 4,0 pg kg
Estudos relataram que as concentragdes de niquel s@o significativamente superior nos

cinco lobos dos pulmdes de fumantes em comparagdo aos pulmdes de ndo fumantes [4].

Em outro estudo, o niquel foi relatado presente em concentragdes
significativamente mais altas em amostras de placenta de pais fumantes do que na

placenta de pais ndo-fumantes, afirmando a absor¢éo sistémica dos pulmdes [109].

1.2.2.10. Zinco

O zinco ¢ um elemento quimico essencial para os seres humanos, pois,
participa do metabolismo de proteinas e acidos nucléicos, estimulando a atividade de
mais de 100 enzimas, e contribuindo com bom funcionamento do sistema imunolégico.
Ainda, auxilia na cicatrizagdo dos ferimentos, ¢ ¢ necessario na sintese do ADN. No
entanto, o zinco em excesso pode diminuir a funcdo imunolodgica e alterar a fungdo do

ferro no organismo. A ingestdo de alguns sais de zinco provoca nauseas e diarréia e a
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inalacdo de oxido de zinco pode provocar lesdes nos pulmoes ¢ em todo o sistema

respiratorio [110].

Nas plantas, o zinco atua no crescimento pela sua participagdo na formagao do
acido indol acético (AIA) e desempenha papéis metabdlicos essenciais para as plantas.
Ele estd presente em numerosas enzimas que atuam na respiracdo € outros processos
enzimaticos vinculados ao metabolismo de carboidratos, proteinas e fosfato. Participa
da transformacdo de hidratos de carbono e consumo de agucares que fornece energia
para a sintese de clorofila, fosforilacdo da glicose e, através dela, na producao de amido.
Além disso, o Zn pode estimular a resisténcia das plantas ao tempo seco ¢ quente e,

também, a doencas bacterianas e fungicas [93].

O zinco esta presente em cigarros em média de 24 mg g e cerca de 70% do
seu total sdo transferidos para fumaga [111]. O tabagismo pode influenciar na reducdo
do contetdo do zinco no organismo. Niveis reduzidos de Zn podem constituir um fator
pro-carcinogénico, além de afetar a fung@o do sistema imunoldgico. Acredita-se que o
mecanismo pelo qual o fumo reduz os niveis de Zn ¢ resultado de um aumento da
concentragdo de Cd no sangue, que induz a expressdo de metalotioneinas, no qual ligam

CdeZn[112].
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1.3. Metodologias para determinagio de constituintes inorganicos em amostras de

produtos de tabaco

1.3.1. Determinacio multielementar em produtos de tabaco

A determinagdo simultanea de varios elementos quimicos presentes em tabaco
¢ de grande importancia para o setor econdomico ¢ na area de saude publica, porque
fornece uma visdo geral da qualidade desses produtos na industria, bem como dos riscos
do tabagismo a satide. Neste sentido, as técnicas instrumentais multiclementares como
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) sdo
atrativas, devido aos limites de deteccdo adequados, dependendo do elemento quimico,
elevada precis@o e exatiddo. Além disso, permitem andlise de elevados rendimento da
maioria dos elementos quimicos em, praticamente, qualquer matriz de amostras de
plantas [113]. Estas sdo consideradas como técnicas rapidas, podendo analisar uma
grande quantidade de amostras de diversos tipos de tabaco, em um unico estudo

[6,7,14].

A técnica ICP-MS associa quantificagdo multielementar e limites de detecgao
na ordem de ng L. A sensibilidade elementar do ICP-MS permite a quantificacdo de
elementos quimicos potenciamente toxicos presentes no tabaco em concentragdes tragos

¢ ultra-tragos [15,114,115]. Entretanto, em analises de rotina, o ICP OES oferece
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vantagens em relacdo ao ICP-MS, devido ao custo de compra e operacdo reduzidos,
elevada tolerancia a solidos dissolvido e menor nimero de problemas referentes a

interferéncia [8,113].

A técnica de ICP OES foi utilizada para determinar as concentragdes de sete
metais considerados potencialmente toxicos (Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb ¢ Zn) em 30
amostras de varias marcas de cigarros, charutos e biri (tabacos enrolados em folha seca
e fumados sem filtro) e rapé comercializados em mercados indianos. Neste trabalho, foi
possivel quantificar Cd e Pb que geralmente, encontram-se em reduzidas concentragdes
nas amostras de tabacos, mas que apresentam maior risco a saide com a pratica do
tabagismo, por serem cancerigenos e volateis. A menor concentragdo encontrada para
cadmio em média, foi de 0,45 £ 0,17 ¢ 0,71 £ 0,33 ng g'1 em cigarros ¢ charutos,
respectivamente. Chumbo apresentou a menor concentragdo média de 2,20 + 0,94 pg g’

no produto charuto [6].

Crispino e colaboradores [16] determinaram macro ¢ microelementos (Al, Ba,
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P and Sr) em 24 amostras por ICP OES, de trés tipos
diferentes de cigarros (convencional, leve e com sabor). Os valores dos limites de
detecgdo encontrados em pg g'1 foram: 0,28; 0,73; 2,60; 1,17; 0,71; 1,25; 1,16; 0,75;

1,18; 0,35 e 1,25 para Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P ¢ Sr, respectivamente.

Armendariz ¢ colaboradores [116] analisaram amostras de 33 marcas de
cigarros comercializados na Espanha e determinaram as concentragoes de oito metais
(Al, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb, Sr) por ICP OES. Os valores dos limites de detecc¢do
encontrados em mg L foram 0,004; 0,0003; 0,0006; 0,003; 0,002; 0,0007; 0,0003 ¢

0,0007 para Al, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb e Sr, respectivamente.
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Um dos fatores responsaveis para o bom desempenho do ICP OES na
quantificacdo de varios elementos em diferentes amostras de tabaco ¢ a capacidade de
introducdo da amostra. A robustez do plasma representa a eficiéncia da energia
transferida e sua resposta as alteracdes nas condi¢des de atomizacdo e excitacdo dos
elementos quimicos e/ou ions da solucdo aspirada. Uma das formas de avaliar a
robustez do plasma e o desempenho analitico ¢ através da razdo Mg [I/Mg 1. A razdo ¢

considerada 6tima quando for maior ou igual do que 8,0 [117,118].

Nas andlises por ICP OES, o plasma deve estar em equilibrio termodinamico
com energia suficiente para atomizar totalmente e ionizar, satisfatoriamente, os analitos
contidos na amostra [119]. Desta forma, alguns parametros operacionais do
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado tais como: a
poténcia incidente fornecida pela fonte geradora de radiofrequéncia (RF), as vazdes do
gas na tocha e a taxa de fluxo de gas de nebulizagdo, podem ser otimizados com a
finalidade de garantir o plasma robusto e obter resultados precisos. A otimizagao destes
parametros geralmente tem sido realizada, usando as técnicas de planejamento
experimental, como planejamento fatorial, planejamento Doehlert e planejamento Box-

Behnken [10].

1.3.2. Otimizacao de métodos analiticos usando planejamentos de experimentos

Nas ultimas décadas, a otimizagdo de procedimentos experimentais usando

técnicas de planejamentos experimentais de dois e trés niveis tornou-se rotineiro em
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laboratorios de quimica analitica, pois apresenta vantagens como rapidez e baixo custo

em relacdo aos procedimentos univariados [10,120,121,122].

Na otimiza¢@o de procedimentos para determina¢do multielementar simultinea,
geralmente incluem mais de uma resposta. Neste caso, deve-se obter uma resposta
global que esteja incluida em uma regido ideal sem comprometer a efici€ncia do sistema
empregado. Desta forma, o uso da funcdo de resposta multipla e funcdo de
desejabilidade vém sendo proposto para otimizagdo simultdnea de multiplas respostas,

obtidas nas condic¢des experimentais de métodos analiticos [11,123].

A funcdo de resposta multipla (RM) baseia-se na resposta em uma escala
adimensional que varia de 0 a 1 através da divisdo de cada valor que compde o vetor de
resposta (yj) pelo valor maximo obtido no conjunto (ym.x) €, posteriormente, esses

valores adimensionais sdo somados, de acordo com a Equagao (1) [11]

RM= (y1/Ymax] + yszaxz .. T y]/ Ymaxi) Equagﬁo (1)

Apesar da funcao de resposta multipla atender a necessidade de simplicidade
matematica, na sua forma original, ndo permite estabelecer critérios de otimizagao.
Através do método de desejabilidade ¢ possivel determinar as melhores condigdes de
ajuste de processo, com a finalidade de obter as condigdes de resposta Otima
simultaneamente, minimizando-se, maximizando-se ou buscando-se valores nominais

de especificagdes, de forma conveniente para o processo [124].
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Neste método, cada conjunto de respostas obtido pela aplicagdo de um desenho
experimental (yl, y2,..., ym) é transformado em valores sem dimensdo chamados
desejabilidades individuais (di), que sdo agregadas em uma uUnica resposta chamada
desejabilidade geral (D). Ajustando um modelo matematico para os valores de D, a fim
de descrever adequadamente seu comportamento, € possivel otimizar as variaveis em

estudo considerando todas as respostas disponiveis [11].

O primeiro passo na aplicagdo deste método ¢ calcular a desejabilidade
individual (di) para cada experimento, cujos valores podem variar dentro de uma escala
de O (resposta indesejavel) a 1 (resposta completamente desejavel). Valores
intermediarios de di indicam mais ou menos as respostas desejaveis, dependendo de sua

aproximacao a unidade de valor. A Equacdo (2) ¢ utilizada para calcular a di [125]:

- fy=LY
di= [%:T} Equacéo (2)

em que, y ¢ a resposta de um determinado experimento; L sdo os valores de minima
aceitavel para uma dada reposta no conjunto dos experimentos; T sdo valores de

maxima aceitavel; S é considerado a fungdo de desejabilidade linear.

A partir dos valores da desejabilidade individual é possivel calcular a
desejabilidade global (D), que ¢ calculada pela média geométrica dessas desejabilidades

individuais, usando a Equagao (3):
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D=dd,...d,) "™ Equacio (3)

em que, m ¢ o niamero de variaveis de resposta; d; d; e dm sdo fungdes de
desejabilidade individuais; D € o indice também pertencente ao intervalo [0, 1]. Quanto
mais proximo de 1 estiver D, melhor a otimizagdo simultidnea, ou seja, existe uma
regido de intersecdo que satisfaz as respostas avaliadas de acordo com os critérios

estabelecidos.

1.3.3. Parametros analiticos para método analitico

1.3.3.1. Limite de detecc¢io e limite de quantificacio

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo ou massa minima
do analito em uma amostra, que pode ser detectada em um nivel conhecido confiavel.
Enquanto, o limite de quantificacdo (LQ) do método, representa a menor concentragao
do analito que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sobre

determinadas condi¢des experimentais [126].

Os métodos analiticos utilizando a técnica ICP OES, os valores de LD e LQ
geralmente sdo calculados considerando a concentracdo equivalente a radiagdo de fundo

(BEC), que ¢ a concentragdo do analito que produz um sinal equivalente a intensidade
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de emissdo de fundo para a linha medida [127], calculado a partir da razdo sinal ruido
(SBR). Os valores de BEC inseridos no céalculo do LD permitem a avaliagdo de
qualquer alterag@o nas condicdes operacionais [128]. O BEC, o LD e LQ sdo calculados

usando as seguintes expressoes:

BEC = Cpaario / SBR, Equagio (4)

SBR = (Ipadréo = Ibranco)/ Ibranco

em que, os valores de Iadro € Ibranco 530 as intensidades de emissdo para o elemento de
referéncia e solu¢des do branco, respectivamente, no comprimento de onda selecionado.

O valor de Cpaar30 € a concentragdo do elemento de referéncia na solugdo.

LD = (3 X BEC % RSDjyanco)/100, Equacio (5)

LQ = (10 x BEC X RSDpranco)/100, Equagio (6)

em que, RSD ¢ o desvio padrio relativo para 10 medi¢des da intensidade de emissdo da

solugdo do branco no comprimento de onda selecionado.
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1.3.3.2. Precisao

A precisao dos resultados analiticos ¢ o grau de concordancia mutua entre as
medidas que foram obtidas de modo similar em relagdo a uma média [126]. A precisdo
de um método analitico ¢ expressa matematicamente, como o desvio padrdo ou desvio

padréo relativo (RSD), conforme a Equacao (7):

o

RSD = D x100 Equacao (7)

em que, 6 ¢ o desvio padrao de varias medidas em uma dada concentragdo ¢ CMD, a

concentracdo média determinada.

A precisdo pode ser expressa como repetitividade ou como reprodutibilidade.
A repetitividade indica a concordancia dos resultados individuais obtidos pelo mesmo
método sob as mesmas condi¢des (operador, equipamento, laboratério, etc.) em um
curto periodo de tempo. A reprodutibilidade indica a concordancia de resultados

individuais obtidos sob diferentes condigoes [129].

1.3.3.3. Exatidao

Um material de referéncia certificado (CRM) ¢ frequentemente, usado para
avaliar a exatiddo dos métodos analiticos. Na analise quantitativa por ICP OES, um

nivel de exatiddo entre 80 e 120% ¢ geralmente usado como critério de inclusdo de
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resultados [130]. No entanto, ¢ essencial que o CRM seja semelhante a amostra
analisada para evitar a introdugdo de interferéncias durante a variacdo significativa da

composi¢do elementar [113].
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1.4. Preparo de amostra para determinacio de constituintes em amostras de

tabaco

1.4.1 Pré-tratamento de amostra

1.4.1.1 Secagem

O procedimento de secagem, geralmente é requerido como pré-tratamento de
amostras solidas, pois permite expressar os resultados analiticos em massa seca e
preservar a amostra, inibindo a atividade microbiana. A secagem de materiais
biolégicos geralmente ¢ feita em estufa, dessecador ou por liofilizacdo. Entretanto, a
liofilizagdo ¢ preferivel aos demais métodos de secagem porque o procedimento &
realizado a partir das amostras congeladas, em uma forma quimicamente menos ativa.
Por ser conduzido sob vacuo, minimiza os efeitos da oxidagdo de espécies quimicas.

Além disso, evita a contaminac¢do da amostra [131].

1.4.1.2. Moagem

As amostras quando moidas tornam-se mais homogéneas, podendo ser
consideradas como grosseiras e finas. O procedimento de moagem, também diminui o
tamanho das particulas aumentando assim, a relag@o entre area superficial e o volume da

solugdo, o que facilita os processos de dissolugdo, de digestdo e de extragdo. O moinho
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com bolas é bastante utilizado em industrias ¢ laboratorios para o processamento de
diversas amostras. Neste tipo de moinho, as particulas sdo reduzidas através da
sucessiva colisdo de esferas com as amostras, podendo fragmentar o material em

particulas entre 0,1 ¢ 100 um [131].

1.4.2. Procedimentos para digestio de amostras de tabaco

A escolha do método de digestdo depende do tipo ¢ quantidade da amostra e
elemento de interesse. Os métodos utilizados para digestdo de matéria organica
baseiam-se na oxidagdo a alta temperatura (cinza a seco) ou digestdo umida usando
acidos fortes com ou sem adicao de agentes oxidantes. A digestdo umida ¢ geralmente
realizada através de varias combinagdes de acidos com propriedades oxidantes. Os
acidos mais usados sao: o acido nitrico (HNQO3), acido sulfarico (H,SO4) € acido clérico
(HClOy). Estes também podem ser utilizados combinados a agentes auxiliares para

aumentar a oxidagdo, como o peroxido de hidrogénio (H,O,) [132,133].

O acido sulfurico (H,SO4) tem uma maior capacidade de digestdo e ponto de
ebulicdo, comparado com outros agentes oxidantes. O ponto de ebulicdo de 339°C ¢
alcancado no sistema agua-acido sulfirico a 98,3% (mm™). Isso é vantajoso no preparo
de amostra, pois a capacidade de oxidacdo aumenta com a temperatura e o processo de
dissolugdo sob elevada temperatura, pode ser realizado mesmo em recipientes abertos.
Entretanto, o processo de oxidacdo ¢ bastante lento. Desta forma, o H,SO4 ¢
frequentemente usado em combina¢do com outros agentes para aumentar o ponto de

ebulicdo [131,133]. Levent e colaboradores. [133] utilizaram um procedimento de
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digestdo por via umida com uma mistura de H,SO4, HNO3 e H,0O, na preparacdo de
amostras de tabaco. As concentracdes de macroelementos (K, Mg, Ca) e metais traco
(Fe, Zn, Cu, Mn, Ni, Cr) nas amostras de tabaco foram determinadas, apos digestdo, por

Espectrometria de absor¢do atdbmica com chama (FAAS).

O acido perclorico (HCIO4) apresenta alta capacidade de oxidacdo e ¢€
disponivel em alto grau de pureza. No entanto, sua instabilidade o torna um &cido
extremamente perigoso, sendo usado apenas na digestdo em sistemas aberto. Quando
aquecido se decompoe liberando o oxigénio e cloro no estado gasoso e agua. Por outro
lado, a combinacdo de HNO;3 e o HCIO4 origina sais soltiveis (nitratos e cloratos) com a
maioria dos elementos de interesse. As misturas de HNO3; e HC1O4 sdo muito eficazes
para digestdo e solubilizacdo de material bioldgico [134,135,136]. Pelit e colaboradores
[135] empregaram o HNOs; e HCIO4 para digerir amostras de folha de tabaco, ponta e
cinzas de cigarro. As amostras foram digeridas por via imida aquecendo as misturas na
placa quente na faixa de 100-130°C. Em seguida, os digeridos foram analisados por
espectrometria de absor¢do atomica em chama e foram determinados cobre, zinco,

cadmio e mangangés.

O éacido nitrico (HNO3) ¢ um agente oxidante bastante utilizado na digestdo de
amostras bioldgicas [14,15,114], devido a facilidade de encontra-lo com elevada pureza,
permitindo a oxidagdo a temperatura ambiente, bem como a elevada temperatura e
elevada pressdo e seus produtos sdo geralmente nitratos metalicos soltiveis em meio

aquoso [131].

O peroxido de hidrogénio (H,O;) é um oxidante atrativo para procedimentos de

digestdo de amostras, pois o produto de reducdo ¢ agua e oxigé€nio. Entretanto, sua
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capacidade de oxidacdo ndo ¢é suficiente para digerir o material bioldgico em condigdes
ambientais. Por isso, geralmente ¢ usado em combinagdo com outros agentes oxidantes

tais como HNO3 [137] e H,SO4[133].

Viana e colaboradores [138] utilizaram a mistura de HNO3s e H,O; para digerir
o tabaco do preenchimento do cigarro em forno de micro-ondas. A metodologia

permitiu a determinagdo de Pb, Cd, As, Ni e Cr por GF AAS.

Swami e colaboradores [132] investigaram varias combinagdes de HNO3, H,0,
e HF no procedimento de digestdo de amostras de tabaco do preenchimento do cigarro
por micro-ondas. As melhores recuperagdes dos analitos, entre 90% e 120% para a
maioria dos elementos, ocorreram usando uma mistura de 2,0 mL de HNO; e 4,0 mL de
H;0,. O método desenvolvido utilizando as melhores condigdes foi aplicado para a
determinagdo de Be, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd, Sb, Ba, Tl ¢ Pb por
ICP-MS e Hg por espectrometria de absor¢do atdmica a vapor frio em amostras de

tabaco de cigarro.

Acido cloridrico (HCl) é um acido forte que ndo apresenta propriedades
oxidantes. Entretanto, na dissolugdo de muitos metais ¢ 6xidos com ele ¢ mais eficiente
que os acidos minerais oxidantes. E usado para dissolver a maioria dos metais mais
eletropositivos que o hidrogénio, além de seus 6xidos e hidroxidos. Acido cloridrico é
bastante utilizado em mistura com &cido nitrico, conhecida como agua régia, na

proporgao de 1:3.

Pérez-Bernal e colaboradores [7] desenvolveram uma metodologia para
analisar as cinzas de cigarros apds o tabagismo. As amostras de cinzas foram

previamente submetido a digestdo acida em vasos abertos de politetrafluoroetileno
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(PTFE), com uma mistura de HNO3/HCI na razdo 1:3 (v v'"). O conteudo metalico (Zn,
B, Mn, Fe, Mg, Cu, Ti, Al, Sr, Ca, Ba, Na, Li e K) das cinzas de cigarro foram
determinados por ICP OES. Outras propor¢des da mistura de HNO3;/HCI, também

podem ser utilizadas.

Pourkhabbaz e Pourkhabbaz [139] utilizaram HNO; ¢ HCI numa razdo de 4:1
(v v'') para digerir amostras de tabacos por radiagdo de micro-ondas. Os autores
determinaram os teores de Zn, Ni, Cu, Co, Cd e Pb por Espectrometria de absor¢do

atomica com forno de grafite (GF AAS).

Acido fluoridrico (HF) é o mais poderoso anion complexante dos acidos de uso
comum no preparo de amostras, formando fluoro-complexos com muitos elementos.
Reage, especialmente, com aqueles elementos que formam o6xidos refratarios, os quais

sdo dificeis de serem dissolvidos [131].

Todavia, ¢ um &4cido muito perigoso, em contato com a pele causa graves
queimaduras e pode levar até a morte. Além disso, HF pode dissolver o material de
vidro no sistema de introdug¢do de amostras dos espectrometros (ICP-MS e ICP OES) e

causar interferéncias baseadas em Si, B e Al

Verma ¢ colaboradores [6] utilizaram uma mistura de 10 mL HNOs;, 1 mL
HCI1O4 e 5 mL HF sequencialmente para digestdo de cigarros, charutos e biri (tabacos
enrolados em folhas secas) em um cadinho de Teflon. A digestdo foi realizada em trés
etapas, sendo lavada com acido nitrico entre as etapas para remover vestigios de HCIO4
/ HF, que podem interferir na andlise e /ou causar danos na tocha do ICP OES. O
digerido foi recuperado com HNOjs e levado para a determinagdo de Cd, Cr, Cu, Fe, Ni,

Pb e Zn por ICP OES.
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Papas e colaboradores [115] usaram uma mistura de 9,0 mL HNOs, 0,5 mL HF
e 0,5 mL H,O; para digestdo de charutos pequenos em forno de micro-ondas. Os autores
determinaram os teores de 10 elementos, As, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb, Se e U por

ICP MS.

Na Tabela 1.2 encontra-se um resumo das principais caracteristicas dos
métodos utilizados no preparo de amostras de tabaco. Como observado na revisao
bibliografica, a digestdo imida de amostras de tabaco pode ser realizada em vasos
abertos com diferentes aparelhos de aquecimento, como placas de aquecimento,
cadinhos ou fornos de micro-ondas, permitindo uma digestdo da amostra com bons

rendimentos.

No entanto, em sistemas de recipientes abertos, a digestdo ¢ limitada pelo
ponto de ebulicdo dos agentes oxidantes, podendo ocorrer perdas significativas de
elementos volateis e contamina¢do das amostras. Por outro lado, os sistemas fechados
permitem a digestdo de amostras organicas com acido nitrico, com menor contetido de
carbono residual dissolvido em comparac¢do com sistemas abertos, uma vez que, pode

operar com elevadas temperaturas e pressdo [131,140].

Isto ¢ um fator que deve ser considerado, principalmente em técnicas baseadas
elevadas em plasma ICP-MS e ICP OES, pois os residuos orginicos podem causar
desvios analiticos e bloquear o sistema de introducdo de amostras, comprometendo o
desempenho das analises. Estudos mostraram que a amostra digerida que contém
elevada concentracdo de carbono, pode promover severas variacdes espectrais e
interferéncias ndo espectrais, aumentando a emissdo de fundo (BEC) e diminuendo a

capacidade de detecgdo da técnica [9,131,141].
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Entretanto, a concentracdo de acido residual do processo de digestdo das
amostras também, podem ser considerados uma fonte de interferéncia na determinacao
de analitos por ICP OES [142]. Em elevadas concentracdes, acidos residuais alteram as
propriedades fisicas da solugdo e promovem mudangas nos fendémenos de formagdo de
aerossois podendo modificar o transporte da amostra para o plasma e desta forma, levar
a uma redu¢do na emissao do sinal. Além disso, pode aumentar o sinal do branco devido
a elementos presentes como contaminantes. Uma alternativa para evitar esses problemas
¢ usar solugoes acidas diluidas [9]. Neste caso, os sistemas fechados sdo vantajosos em
relagdo aos sistemas abertos, devido ao fato de que altas pressdes e temperaturas sao

atingidas em vasos fechados [143].

1.4.2.1. Parametros para avaliar a eficiéncia de digestao da amostra

A eficiéncia de digestdo de amostras organica foi estabelecida determinando-se
o teor de carbono residual (RCC, do inglés Residual Carbon Content), o teor de carbono
organico dissolvido (DOC, do inglés dissolved organic carbon), ¢ a concentragdo da

acida residual [131].

O valor de RCC representa a proximidade do procedimento a oxidagdo total da
matéria organica transformando em CO; e, ¢ calculado a partir dos teores de carbono
original da amostra (Cp) e o remanescente apos a digestdo (Cr), de acordo com a
Equacido (8). E o DOC consiste na concentracdo de carbono presente no digerido final,

sem relacionar com a massa inicial de carbono, normalmente expresso em mg L.
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%RCC = (Cgr/Cp) x 100 Equacao (8)

A concentragdo do acido residual representa a acidez do digerido diluido que sera
introduzido no instrumento. A concentragdo do acido ndo deve ser superior a 20% (v v°

h para evitar dificuldades no processo de introdugdo da amostra no nebulizador [131].

Na Tabela 1.2 pode-se observar uma diversidade de métodos de preparo de
amostras combinados com os diferentes tipos de acido minerais com ou sem agente
auxiliar (H,O,) em sistemas abertos ou fechados. Estes procedimentos foram aplicados
em elementos trago potencialmente toxicos em diferentes técnicas espectroanaliticas,
mostrando a diversidade de material encontrado na literatura. Porém, nenhum menciona

o0 uso de acido diluido usando o bloco digestor em sistema fechado.
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Tabela 1.2. Trabalhos reportados na literatura sobre métodos de preparo de amostra

para determinagdo de constituintes inorgdnicos em amostras de tabaco.
Método Reagentes Sistema Analito Técnica LD Ref.
Digestdo via HNO;,HCIO, Aberto/Cadinho de  Cd, Ni, Pb, Cr, ICP - [6]
umida e HF Teflon Cu, Fe ¢ Zn OES
Digestdo via HNOs/HCl Aberto/Sistema Zn, B, Mn, ICP OES - [7]
umida aberto de PTFE Fe Mg, Cu, Ti,

Al Sr, Ca, Ba,

Na, LieK
Digestao via ~ HNO;, H;O,e  Fechado/Fornode  Be, V, Cr, Mn, ICP-MS 0,005; 0,018; 0,032; 0,090; [132]
umida HF micro-ondas Co, Ni, Cu, Zn, 0,007; 0,028; 0,142; 0,040,

As, Se, Mo, Cd, 0,135; 0.060; 0.013; 0,004;

Sb, Ba, Tl e Pb 0,004; 0,004; 0,029; 0,005;

0,021 pg g’

Digestao via HNO;, HF e Fechado/Forno de As, Be, Cd, Co, ICP MS 0,024, 0,0030; 0,016; 0,018; [115]
umida H,0, micro-ondas Cr, Mn, Ni, Pb, 0,088; 2,85;0,217; 0,012;

SeeU 0,019; 0,0022 ug g
Digestao via HNO; e H,O, Fechado/Forno de Pb, Cd, As, Ni, Cr GF AAS 0,01; 0,02; 0,01; 0,03; 0,01 [138]
timida micro-ondas ug g’
Digestdo via HNO; e HCI Fechado/Forno de Zn, Ni, Cu, Co, GF AAS - [139]
umida micro-ondas CdePb
Digestao via H,SO4, HNO3 Aberto/ Bequer K, Mg, Ca; Fe, FAAS - [133]
umida e H,0, Zn, Cu, Mn, Ni,

Cr
Digestdo via HNO;e HCIO4  Aberto/Placa Cu; Mn; Zn; Cd FAAS 0,06; 0,12; 0,08; 0,03 mg L [135]
umida quente
Extracao HNO; Banho Al; As, Cd, Nie FAAS/ 1,2;0,22; 0,05; 0,15 ¢ 0,55 [12]
ultrassonica ultrassénico Pb ET AAS ugL!
Extracao HNO; Banho Ba, Cd, Co, Cr, ICP-MS 0,2;0,01; 0,01; 0,1; 0,1; [13]
ultrassonica ultrassénico Cu, Mn, Nie Pb 0,001; 0,1; 0,05 pg g
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1.4.3. Técnica de extracdo assistida por ondas ultrassonicas

A técnica de extragdo assistida por ondas ultrassonica vem sendo relatado na
literatura cientifica como uma alternativa para substituir os procedimentos de digestdo
de amostras por via seca ou imida. Esta técnica evita grandes dilui¢cdes da concentracdo
dos analitos, pois permite o uso de solugdes acidas diluidas, aumentando desta forma a
sensibilidade dos métodos para determinacdo de elementos potencialmente toxicos

como As, Cd e Pb, que estio presentes no tabaco em quantidades tragos.

Além disso, pode minimizar contamina¢do, perda de analitos volateis e evitar
longas etapas de preparo das amostras. No procedimento de extracdo assistida
ultrassonica, a amostra ¢ submetida a ondas através de um banho ultrassonico e, com a
acdo de um meio extrator, os analitos migram da matriz da amostra para o meio liquido.
Algumas variaveis como tempo de sonicacdo, massa e tamanho da amostra sdo fatores
que podem influenciar na precisdo e exatiddo do método, e por isto precisam ser

otimizados [131].

Métodos de extracdo de elementos quimicos assistida por ondas ultrassonicas
usando acido nitrico como extrator vém sendo empregados para preparar amostras de
tabaco. Kazi e colaboradores [12] desenvolveram um método de preparagdo de amostra
baseado na extragdo acida assistida ultrassonica de Al, As, Cd, Ni e Pb em tabaco de
enchimento de diferentes marcas de cigarros locais e importadas consumidos no
Paquistdo. Os analitos foram determinados por FAAS e ET AAS. Os pardmetros que

influenciam no processo de extragdo, como tempo de pré-sonicagdo de 10-15 min,
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tempo de sonicagdo de 2-10 min, massa de amostra 0,1-0,5 g, tamanho de particula <35-
125 pm e concentragdes de extrator (acido nitrico) (2-10%) foram otimizados para obter
a recuperagdo quantitativa de elementos potencialmente toxicos. O método proposto foi
validado com um material de referéncia certificado (CRM), folhas de tabaco Virginia
(ICHTJ-cta-VTL-2). As eficiéncias de extracdo para CRM foram proximas a 97,1%,

97,5%, 98,5%, 97,8% e 96,7% para Al, As, Cd, Ni e Pb, respectivamente.

Almeida e colaboradores [13] também usaram a extragdo assistida ultrassonica
para extrair de Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni ¢ Pb em amostras tabaco de cigarro. Os
elementos foram determinados posteriormente por ICP-MS. Os autores realizaram a
extracdo dos analitos utilizando uma concentrag¢do de 0,7 mol L' de HNOs, como meio
extrator ¢ um tempo de sonicacdo de 30 min. Os limites de detec¢do em pg g foram de
0,2; 0,01; 0,01; 0,1; 0,1; 0,001; 0,1; 0,05 para Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb,

respectivamente.

1.5. Andlise multivariada de dados empregando métodos nao supervisionados

A analise multivariada de dados envolve as técnicas de informagdes que
consistem em inimeras variaveis medidas a partir de varias amostras, com objetivo de
determinar todas as variagoes no estudo da matriz de dados. Desta forma, as ferramentas
quimiométricas tentam encontrar a relagdo entre as amostras € as varidveis em um
determinado conjunto de dados e convertem-se em novas varidveis latentes, permitindo

uma visao geral das informacoes de forma rapida [144].
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Os métodos quimiométricos usados no reconhecimento de padrdes, como
analise de componentes principais (do inglés, Principal Component Analysis- PCA) e
analise de agrupamento hierarquico (do inglés, Cluster Analysis Hierarchical — HCA)
vém sendo utilizados para resumir e visualizar os dados da melhor forma possivel sem
perda de informagdes, visando evidenciar similaridades ou diferencas entre amostras em
um determinado conjunto de dados [145]. A PCA e HCA sdo métodos ndo
supervisionados, pois, dependem apenas de um conjunto de variaveis descritivas, ou

seja, dados quantitativos com uma representagdo vetorial [146].

Na andlise de componentes principais, a redu¢do da dimensionalidade de um
conjunto de dados ¢ feita criando novas varidveis ndo correlacionadas que maximizam
sucessivamente a variancia. Encontrando essas novas varidveis, os componentes
principais reduzem a resolugdo de um problema de autovalor / autovetor [147].
Geralmente, os resultados da analise dos componentes principais sdo visualizados em
um grafico bi- ou tridimensional. Projetando-se os resultados analiticos de cada amostra
no espaco formado ¢ possivel observar, através dos graficos de escore, as diferencas
entre as amostras utilizadas e a partir do grafico de peso (loading) determinar quais sdo
as principais varidveis envolvidas. Os pesos descrevem a contribuicdo das varidveis
individuais para uma dada componente principal de forma decrescente de variabilidade

[148].

A HCA, assim como o PCA, ¢ uma técnica de reconhecimento de padrdes que
possui a funcdo de classificar diferentes objetos dentro de um grupo de acordo com as
suas similaridades e as tendéncias, respectivamente. No HCA a matriz de dados ¢

diminuida em uma dimensao, pela reunido de pares semelhantes, até a reunido de todos
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os pontos em um unico grupo. O grau de associacdo entre dois ou mais objetos sera
maxima se pertencer ao mesmo grupo ou minima se forem diferentes. A representacdo
grafica do HCA ¢ feita através de um dendrograma que representa uma visdo
bidimensional da similaridade ou dissimilaridade de todo o conjunto de amostras

utilizado no estudo [149,150].

As técnicas de HCA e PCA sdo ferramentas para avaliagdo aplicadas em
diferentes areas, inclusive em Quimica Analitica. Geralmente, sdo utilizadas juntas nos
estudos ndo supervisionados de reconhecimento de padrdes para aumentar a

consisténcia das interpretacdes e o entendimento do conjunto dos dados [151].

A combinac¢do dos métodos analiticos validados, com a analise multivariada de
dados ¢ uma alternativa promissora para monitoramento dos constituintes inorganicos
em produtos de tabaco. Os resultados obtidos sdo fundamentais para; identificar
adulteracdo, fazer a diferenciagdo por regido, o que dificulta o contrabando; padronizar
a fabricacdo de produtos de tabaco e reduzir as concentragdes de substancias toxicas, € o
mais importante, alertar a populacdo global sobre os efeitos nocivos do tabagismo

[7,14,15,46].

Prata e colaboradores [152] propuseram um método analitico para determinar
compostos organicos em amostras de charuto através da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. A HCA e PCA foram usadas com ferramenta na
classificacdo dos charutos. Aplicando a HCA, o dendrograma obtido discriminou as
amostras em trés grupos principais. O primeiro formado pela amostra de charuto cubano
H; o segundo pelas amostras A, B ¢ C; e o terceiro por D, E ¢ F. Na discriminagdo

complementar das amostras, aplicou-se a analise de componentes principais a matriz de
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dados. A decomposi¢cdo dos dados obtida pela PCA determinou que PC1 representa
74,44% da variancia, e PC2 explicou 13,24% da variabilidade total dos dados. Assim, o
grafico PC1 contra PC2 representa 87,66% da variancia acumulada dos dados. Os
autores observaram com a PCA que a projecdo sobre a nicotina ¢ suficiente para
distinguir as 7 marcas em 3 grupos caracteristicos. Desta forma, os autores concluiram
que o teor nicotinico foi responsavel pela discriminagdo das amostras em trés grupos de

qualidade distintas.

A analise multivariada de dados foi aplicada por Lugon-Moulin e
colaboradores [14] para discriminar tipos de tabaco, com base em concentragdes de
varios elementos. A PCA foi aplicada em todas as varidveis retidas. Segundo os autores,
as representagdes graficas nas coordenadas do componente principal sugeriram que as
concentragcdes dos elementos quimicos podem discriminar os trés tipos de tabaco
analisados. Diferencas significativas foram encontradas entre os tipos de tabaco e entre
os paises. A correlagdo entre a concentracdo de cadmio e de outros elementos diferiu
entre os tipos de tabaco (Flue-cured, Burley e Oriental), e assim puderam ser
discriminados com base nas concentragdes de 20 elementos (Li, Be, B, Mg, V, Cr, Mn,

Fe, Co, Cu, Zn, Ga, As, Se, Rb, Sr, Cs, Ba, ¢ Pb).

A técnica de PCA foi empregada para desenvolver modelos de classificagdo
para detectar e discriminar diferentes marcas de tabaco comercializadas na Espanha.
Diferencas intrinsecas foram encontradas entre diferentes marcas, sendo possivel
estudar a relacdo entre cada marca e sua concentragdo metalica e comparar essa relacao

com outras marcas. Em termos gerais, o tabaco preto era mais relacionado a altos niveis
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de Sr, Li, Mg, Cu, Zn e Mn. Enquanto, o tabaco amarelo foi relacionado as

concentragoes de Ca, Al, B, Ti, Fe, Ba, K e Na [7].

Crispino e colaboradores [16] aplicaram HCA e PCA, para avaliar a
similaridade e a tendéncia de diferentes tipos de cigarros comercializados no Brasil, de
acordo com seu conteudo mineral. A técnica de ICP OES foi empregada na
determinacdo de Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Sr em cigarros light,
convencional e aromatizados. A analise multivariada de dados mostrou diferencas nos
cigarros de acordo com o tipo ¢ composi¢do mineral. As amostras de cigarro foram
divididas em 3 grupos de acordo com a composi¢do mineral. Os elementos Ca, Sr, Cu,
K e Na foram mais importantes na classificagdo do cigarro, e apenas essas 5 variaveis

foram suficientes para a classificar e discriminar os tipos de cigarro avaliados.

No trabalho realizado por Musharraf e colaboradores [15], a analise
multivariada de dados foi aplicada para avaliar a correlagdo e as variacdes entre
produtos de tabaco. Foram 12 colunas expressando elementos e 55 linhas indicando
produtos individuais. Foi encontrado, que o Cu ndo apresentou correlagdo significativa
com nenhum dos elementos analisados, estando em um grupo separado. Os demais
elementos foram facilmente agrupados em duas classes distintas ap6s a interpretagdo da
matriz de correlacdo: Grupo 1 formado pelas concentracdes de Al, Fe, Co, Ni, As, Cr e
Pb, Grupo 2 foi composto pelas concentragoes de Mn, Zn, Se e Cd, Grupo 3 foi somente
com a concentragdo de Cu. As componentes principais geraram quatro componentes. A
primeira componente (PC1) contribuiu com 49,1%, a PC explicou 18,4%, a PC3
explanou com 9,3% e PC4 somou 8,7% de variabilidade dos dados. A contribuigdo total

destes quatro primeiras componentes principais foi de 85,7% da variagdo total. A
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analise fatorial no modo Q foi realizada para verificar a variabilidade entre os produtos
do tabaco. Através desta andlise, os autores concluiram que os produtos de tabaco sem
fumaca passam por muitas etapas de processamento e t€ém mais chance de contaminacao
elementar do que os produtos de tabaco fumados que passam por poucas etapas de

processamento.

Saha e colaboradores [46] identificaram a relagdo das concentragdes de metais
com solo, raiz e folha de tabaco. A técnica de PCA foi empregada para determinar as
fontes de metais pesados em plantas de tabaco. Os valores do coeficiente de correlagdo
de Pearson indicaram a mesma origem ou fator de controle dos metais pesados em
plantas de tabaco. Através dos resultados da analise de correlagdo de Pearson e a PCA,
os autores consideraram o solo como a principal fonte de metais potencialmente toxicos

nas plantas de tabaco estudadas.

Os estudos relatados na literatura cientifica mostraram que a andlise
multivariada de dados ¢ uma ferramenta essencial na identificacdo e discriminagdo dos
produtos de tabaco. Desta forma, os dados quantitativos podem ser incluidos na andlise

de monitoramento e o controle da qualidade dos produtos de tabaco.

1.6. Bioacessibilidade de elementos quimicos em amostras de tabaco

E sabido que a fumaca de produtos de tabaco, quando inalada, transporta
muitas substancias quimicas através da boca e garganta até os pulmdes, onde uma

porcdo substancial do material particulado e volatil ¢ depositada. Desta forma,
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procedimentos de lavagem pulmonar e bidpsia sdo realizados em pacientes fumantes
para estimar potenciais, relativos a exposicdo a metais nos produtos de tabaco [114].
Entretanto, como estes procedimentos sdo invasivos, as analises de concentracdes de
metais na fumaca originada dos produtos de tabaco sdo, geralmente, usadas para estimar

potenciais relativos a exposi¢ao a metais [134].

Por outro lado, os procedimentos in vitro como pardmetro de ensaio da
bioacessibilidade pode ser uma alternativa para estimar o risco a saide humana causada
pelos constituintes inorganicos presentes no fumo de corda (um dos produtos de
tabaco). O fumo de corda ao ser mascado pode chegar ao estomago, que prevalece em
condicles acidas, aonde para a maioria dos metais a parte da fracdo bioacessivel ¢é
liberada [153]. A bioacessibilidade pode ser definida como a fragdo de um composto
que ¢ liberado de sua matriz no trato gastrointestinal e, assim, torna-se disponivel para

absorcdo gastrica e intestinal, e posteriormente entra na corrente sanguinea [154].

Os testes de bioacessibilidade in vitro, consistem em procedimentos de
lixiviagdo usando fluidos corporais simulados, que geralmente, sdo realizados de modo
descontinuo, visando a avaliagdo dos riscos de exposicdo a elementos quimicos, através
do trato gastrointestinal. Estes testes possuem vantagens em relagdo aos testes in vivo,
por serem mais simples, rapidos, e de baixo custo, evitando o uso do modelo animal, de
enzimas e de proteinas. Varias abordagens in vitro foram desenvolvidas, e recentemente

revisadas, para simular os efeitos do processo de digestdo do ser humano [17,155,156].

A maior parte da fracdo bioacessivel da maioria dos elementos ¢ liberada sob
as condi¢des acidas que prevalecem no estomago [157]. Assim, foi desenvolvido um

método simplificado simulando in vitro com agdo dos sucos gastricos numa extragdo em
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unica etapa conhecida como simples extracdo de bioacessibilidade (do inglés, Simple

Bioaccessibility Extraction, SBET).

No procedimento SBET, utiliza-se a glicina, um aminoacido simples,
produzido pelo corpo humano e o acido cloridrico. A simulagdo das condi¢des gastricas
do estdmago considera a temperatura do corpo e o tempo de digestdo, sem considerar o
compartimento intestinal. Este método pode ser usado para processar grande numero de
amostras em um tempo relativamente curto em relagdo aos métodos de extracdo
sequencial tal como, o teste fisiologico de extragdo com base de dados do teste de
extragdo com base fisiologica (do inglés, Physiological Based Extraction Test, PBET),

que simula pardmetros gastrointestinais de humanos.

Também pode ser aplicado um método mais completo o teste de extragdo com
base fisiologica (do inglés, Unified Bioaccessibility Method , UBM) que nédo s6 simula a
extragdo de metais pelo liquido géstrico e intestinal, mais também pela saliva, no

sistema digestivo humano [158, 159].
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CAPITULO 2. Caracterizacio da composicio mineral de produtos do tabaco

(charuto, desfiado e corda)

2.1. Introducao

O presente trabalho teve como objetivo otimizar e validar um método analitico
para a determinagdo de constituintes inorganicos em produtos de tabaco (charuto, fumo
desfiado e fumo de corda) por ICP OES. Ferramentas quimiométricas foram aplicadas
na otimizacdo do procedimento de digestdo para amostras de produtos de tabaco usando
um bloco digestor em sistema fechado e as condi¢cdes operacionais do espectrometro.
As amostras foram entdo classificadas de acordo com suas composi¢des quimicas,

empregando analise multivariada de dados, utilizando PCA e HCA.

2.2. Experimental

2.2.1. Instrumentacio

A determinagdo multiementar nas amostras de tabaco foi obtida usando um

espectrometro de emissdo Optica com plasma de argénio indutivamente acoplado com
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analise simultdnea com arranjo axial e detector de estado solido (Vista-PRO, Varian,

Mulgrave, Australia).

O gas usado para geracdo do plasma foi argonio com pureza de 99.9999%
(White Martins, Sdo Paulo, Brazil). A cdmara de nebulizacdo de passagem unica e o
nebulizador pneumatico do tipo One Neb (Agilent, Santa Clara, EUA) foram
empregados para a introdu¢do da amostra. As condi¢des de operagdes do sistema do
espectrometro foram as seguintes: vazdo do gas no plasma de 15 L min™, vazdo do gés
auxiliar de 1,5 L min”, gerador de radiofrequéncia de 40 MHz. A poténcia de
radiofrequéncia (PRF) de 1350 W ¢ a vazdo do gas de nebulizagdo (VGN) de 0,9 L min

! foram obtidos apos avaliagio de planejamento Doehlert no decorrer do trabalho.

Os elementos quimicos tiveram as suas concentracdes determinadas usando os
comprimentos de ondas: Al (I) 396,152 nm, As (1)193,696 nm, Ba (II) 455,403 nm,
Ca(Il) 317,933 nm, Cd (I1)214,439, Co (I1)228,615, Cu (I)324,754, Fe (I1I) 259,940, K
(D 324,754 nm, Mg (II) 279,800 nm, Mn (II) 260,568 nm, Mo (II) 202,032 nm, Na (I)
330,237 nm, Ni (II) 221,648 nm, P (I) 213,618 nm, S(I)182,562 nm, Sr (II) 215, 283, Ti
(IT) 336,122 nm, V(II ) 292,401 nm, Zn (I) 213,857 nm, sendo (I) linhas atomicas e (II)

linhas i0nicas.

As concentragdes de nitrogénio nas amostras foram determinadas usando um
analisador de carbono, nitrogénio e enxofre da LECO (CN 628/S) Instrument, série
3049. Um liofilizador, Liotop Modelo L10 e um moinho de bolas (PM 100; Retsch,
Diisseldorf, Alemanha) forma utilizados para pré-tratamento das amostras. Um sistema
de bloco de digestdo com sistema fechado (modelo TE-007MP, Tecnal (Sdo Paulo,

Brasil) com controlador de temperatura analogico foi usado para digestdo das amostras.
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Um sistema de purificacdo de agua Milli-Q system (Millipore, Bedford, USA) a

resistividade de 18,2 MQ cm™ foi empregado para produgio de 4gua de alta qualidade.

2.2.2. Materiais e métodos

As solugdes foram preparadas em agua deionizada, com uma resistividade de
18,2 MQ cm™ obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). Utilizou-se
acido nitrico 65% m m™ e peroxido de hidrogénio 30% m m™ (Merck, Darmstadt,

Alemanha) para o preparo das amostras de produtos de tabaco.

As curvas de calibragdo externa foram preparadas a partir de diluigdes de
padroes (Specsol, Sdo Paulo, Brasil) contendo 1000 mg L' de Al, As, Ba, Cd, Co, Cu,
Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sr, Ti, V e Zn; solu¢des de 10000 mg L' de Ca, K, Na e de
solugdes contendo 4000 mg L' para Mg, P, S, sendo diluidas de acordo com as faixas

de trabalho requeridas.

Para avaliacdo do teor de carbono organico dissolvido (%DOC) na amostra
digerida, usou-se uma solucdo de referéncia de 20, 000 mg L" de carbono preparada a

partir de acido citrico (J.T.Baker, Upper Saucon Township, EUA).

A concentracdo acida residual das amostras digeridas foi determinada através
da titulacdo acido-base usando uma solugdo padronizada de hidroxido de sodio (0,1022
mol L) e o indicador fenolftaleina (1,0 % m v em etanol). A mesma concentrago

acida foi utilizada para preparar os padrdes da curva de calibragdo externa.
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2.2.3. As amostras de produtos de tabaco e os materiais de referéncia certificados

Vinte duas amostras de varias marcas de tabaco na forma de charuto (8), fumo
desfiado (8) e fumo de corda (6) foram coletadas em feiras da cidade de Salvador,
Estado da Bahia. Os materiais de referéncia certificados (CRM) folhas de tabaco
oriental (CTA-OTL-1) foi adquirido no Instituto de Quimica Nuclear ¢ Tecnologia (
Institute of Nuclear Chemistry and Technology - INCT/ICHTJ) na Polonia; folhas de
macieira (CRM NIST 1515) foi adquirido do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia (Gaithersburg, MD, EUA) e folhas de tomateiro (CRM-Agro C1003a), por
meio do exercicio colaborativo CRM-AGRO FT 012016 realizado pelo Laboratério de
Radioisotopos do Centro de Energia Nuclear na Agricultura Universidade de Sao Paulo

(LRi/CENA/USP).

2.2.4. Pré-tratamento e digestido das amostras

No laboratério, as amostras foram cortadas em pedagos, no caso de charutos e
fumo de corda, e liofilizadas por 72 h. Depois, processadas por 10 min em moinho de
bolas para homogeneizar o material e obter uma granulometria menor do que 150 pm.

Os materiais finais, em pod, foram armazenados em dessecadores até a analise.

Aproximadamente 200 mg de amostras homogeneizadas (em triplicata) foram
pesadas, com precisdo, em recipientes de digestdio com PTFE. Em seguida foram

adicionados 2,1 mL de HNO; (65% m m™), 1,2 mL de H,0, (30% m m™) ¢ 6,7 mL de
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agua deionizada as amostras, completando um volume final 10 mL no frasco reacional.
Os frascos digestores foram fechados e mantidos a 180 °C no sistema de bloco de
digestor em sistema fechado (model TE-015-1, TECNAL, Sao Paulo, Brasil) durante

120 min.

As solugdes resultantes foram diluidas com agua deionizada até um volume
final de 15 mL. As solugdes do branco analitico e amostras de CRM foram preparadas
da mesma maneira. Todas as amostras foram preparadas em triplicata. Os parametros
empregados no procedimento de digestdo das amostras foram obtidos aplicando um

planejamento Box-Behnken, que sera mostrado na parte de discussao e resultados.

2.2.5. Ferramentas quimiométricas aplicadas para analise de produtos de tabaco

A fim de obter o melhor desempenho do método analitico para determinagao
de constituintes inorganicos em produtos de tabaco por ICP OES, foram aplicados
planejamentos de experimentos multivariados para otimiza¢do do processo de digestdo
de amostras e parametros instrumentais do espectrometro de emissao Optica com plasma

indutivamente acoplado.

Os experimentos foram realizados em ordem aleatoria e réplicas do ponto
central foram feitos para avaliacdo do erro experimental da matriz de Doehlert e Box-
Behnken. Os dados experimentais foram processados usando um programa Statistica

6.0.
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A partir das informagdes obtidas sobre as concentragdes de constituintes
inorganicos nos produtos de tabaco foi construida uma matriz de dados, sendo auto

escalonada para realizar a analise multivariada dos dados, empregando PCA e HCA.
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2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Otimizacao das condi¢des de digestiao

A matriz Box-Behnken foi aplicada para investigar os efeitos simultdneos das
variaveis envolvidas no procedimento de digestdo das amostras, sendo escolhidos os
seguintes fatores: tempo de digestdo, concentragdes de HNO; e H,O,, no processo de
digestdo de amostras de produtos de tabaco utilizando um bloco digestor fechado. A
temperatura foi fixada em 180 °C. A resposta (variaveis dependentes) foi avaliada
através da concentracdo de carbono organico dissolvido (% DOC), pois esse parametro
reflete a eficiéncia da mineralizacdo da matriz organica na amostra de tabaco. A
concentragdo de carbono (em % m v') foi determinada pelo ICP OES, usando a linha de
emissdo em 193,027 nm. Neste estudo, utilizou-se uma amostra de charuto como

modelo.

O gréafico de Pareto obtido a partir do planejamento Box-Behnken mostrou que
os termos lineares e quadraticos e interacdes do modelo matemdatico ndo eram
significativos a um nivel de confianca de 95% (Figura 2.1). Isso indica que o tempo de
digestdo, as concentracdes de H,O, e HNO; ndo afetaram estatisticamente a
concentragdo de carbono dissolvido nos dominios experimentais estudados, mostrando
qualidade no processo de digestdo utilizando o bloco digestor com sistema fechado.
Entretanto, a condi¢do que apresentou a menor percentual de DOC pode ser observada

no experimento 8 (Tabela 2.1), onde as condi¢des das varidveis otimizadas foram de:
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3,0 mol L ' de HNOs, 3,5% (m m™) H,0, e tempo de aquecimento de 120 min. Assim,
essas condicdes experimentais foram escolhidas para a digestdo das amostras de tabaco

de uma massa de 0,2 g de amostra de produtos de tabaco, com uma temperatura fixada

em 180 °C.

Ap6s realizagdo do procedimento de digestdo das amostras utilizando os
valores 6timos, a acidez residual encontrada foi de 2 mol L™ a partir de uma titulagdo
acido-base, usando fenolftaleina 0,1% m v, como indicador. As solugdes padroes da

curva calibragdo externa foram preparadas com esta concentragdo acida.
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Tabela. 2.1. Matriz do planejamento Box-Behnken para otimizag@o das condigdes do

procedimento de digestdo da amostra de tabaco.

N° *HNO3, "Hy02, *Tempo, "DOC,
Experimentos mol 1! % m m! min %m v
1 1,00 (-1) 2(-1) 90 (0) 0,180
2 1,00 (-1) 5(+1) 90 (0) 0,466
3 3,00 (+1) 2(-1) 90 (0) 0,231
4 3,00 (+1) 5(+1) 90 (0) 0,229
5 1,00 (-1) 3,5(0) 60 (-1) 0,190
6 1,00 (-1) 3,5(0) 120 (+1) 0,224
7 3,00 (+1) 3,5(0) 60 (-1) 0,254
8 3,00 (+1) 3,5(0) 120 (+1) 0,147
9 2,00 (0) 2(-1) 60 (-1) 0,212
10 2,00 (0) 2(-1) 120 (+1) 0,220
11 2,00 (0) 5(+1) 60 (-1) 0,372
12 2,00 (0) 5(+1) 120 (+1) 0,224
13 2,00 (0) 3,5(0) 90 (0) 0,390
14 2,00 (0) 3,5(0) 90 (0) 0,342
15 2,00 (0) 3,5(0) 90 (0) 0,313

*Valores codificados em parénteses "DOC (carbono orgnico dissolvido).
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(2)H,0,(L) IIIIIIIIIII 4.072952
TempoQ) IIIIIIIIIII 4.053775

HNO,(L) by H,0,(L) III -3.70287
HNO(Q) ‘ 3.090257
H,0,(L) byTempo(L) ‘ -2.00572
(3)Tempo(L) ‘ -1.93647

HNO; (L) by Tempo(L) -1.81286
(1)HNO,(L) -1.80919
H,0,(Q) 4591122

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

p=.05

Figura 2.1. Gréafico de Pareto para o planejamento Box—Behnken. Legenda: (L): linear,

(Q): Quadratico.

2.3.2. Otimizacao de parametros operacionais do espectrometro

O planejamento Doehlert foi escolhido para otimizar as condi¢cdes operacionais
do espectrometro, sendo os fatores vazao do gas de nebulizagdo(VGN) e poténcia de
radiofrequéncia (PRF) estabelecidos para proposta dos experimentos. O planejamento
proposto foi avaliado usando uma fun¢@o de resposta multipla (RM) para determinacao
simultanea das melhores condi¢des de trabalho em relacdo a essas variaveis usando

intensidade de emissdo. Desta forma, a RM foi calculada pela expressdo:

RM =} [Lanalito / Imaximo] Equacéo (1)

em que, Linaito € @ intensidade de emissdo do sinal analitico para cada analito € Imaximo € O

valor maximo da intensidade de emissao obtido no conjunto dos experimentos.
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A Tabela 2.2 mostra os dominios experimentais de cada parametro com valores
codificados e reais, a resposta para cada analito individual e as respostas multiplas. Os
resultados obtidos na RM geraram um modelo quadratico com maxima condi¢do para
0,9 L min "' de vazdo do gas do nebulizador e poténcia de radiofrequéncia de 1362 W
(Figura 2.2). Assim, um reajuste foi feito nos valores critico de 0,9 L min " da vazio do
gas do nebulizador e 1350 W da poténcia de radiofrequéncia, sem comprometer a
maxima resposta de intensidade de emissdo, uma vez que estas condi¢des experimentais

impedem que o sistema opere sobre condi¢des extremas [10,160].

1550
1500
1450
1400 .i
1350

1300 |

PRF (L mim)

1250

1200

1150 i ]
055 060 085 070 075 080 085 030 085 100  1.905

VGN (L mim-!)

Figura 2.2. Superficie de contorno para resposta multipla usando o planejamento

Doehlert.
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Tabela 2.2. Matriz do planejamento Dochlert para otimizacao das condi¢des operacionais do ICP OES.

Exp. Variaveis Intensidades de Emissdo / cps
*VGN *PRF Ba Ca Cu Fe K Mg Mg Mn Na P S Sr Zn "MR

1 0,7 (-0,5) 1200 (-0,866) 1319,05 3310,06 22,6676 256,303  92603,9 12616,6 222259 28,7969 12647 4076,61 1438,79  2008,13 2,89331 1,022
2 0,9 (0,5) 1200 (-0,866) 1113750 1843060 231,948  9754,11 1651850 960224 397516 4685,9 150741 11091 2083,3 1001610  6552,1 10,115
3 0,6 (-1) 1350 (0) 1830,01 4569,78 39,485 383,756 678219 10131,9 19018,5 29,5404 10862,7  3737,09 1488,71  2374,89 70,2268 1,075
4 1,0 (1) 1350 (0) 1226020 1880910 235,678 10003,1 1343210 855906 338424 4113,24 135260 112773 219834 1035770  7068,6 9,904
5 0,8 (0) 1350 (0) 1057200 2155930 240,735 110729 2174810 1261710 490175 4939,2 179042 147704  2833,88 899072 7183,41 11,607
6 0,8 (0) 1350 (0) 1053720 2188330 202,228 115389 2843430 1251610 487360 4900,96 181628 155289  2910,52 913178 7592,95 11,862
7 0,8 (0) 1350 (0) 1049510 2201330 252,704 11607,4 2216900 1250860 487960 4997,17 181889 156924  2871,1 911168 76843 11,872
8 0,8 (0) 1350 (0) 1057450 2187450 244,016 11703,0 2027530 1255370 489748 4900,47 181781 157883 294891 904957 7704,75 11,799
9 0,8 (0) 1350 (0) 1021730 2137620 221,445 11177,7 1929320 1235160 475773 4666,76 176907 15012,5  2863,68 876506 7417,74 11,340
10 0,7 (-0,5) 1500 (0,866) 1975,02 3952,86 20,8338 389,918 83835 14993.,9 22262,6 29,7336 12320,3  4927,83 1767,86  2585,04 49,0172 1,194
11 0,9 (0,5) 1500 (0,866) 1232250 2455700 245,842 13218,9 1782650 1226690 473202 6076,01 159149 156659 2917 1108170  8862,08 12,394

*Valores codificados em parénteses; VGN:Vazio do gas de nebulizagio;PRF: Poténcia de radio frequéncia;” RM: Resposta Multipla
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2.3.3. Parametros de desempenho do método analitico

Depois de estabelecidas as condicdes oOtimas do método proposto, foram
determinados os principais pardmetros de desempenho, como limite de detec¢do (LD),
limite de quantificacdo (LQ) e exatiddo. Os valores de LD e LQ calculados
considerando a concentragdo equivalente em radiagdo de fundo (BEC), de acordo com
as equagdes do item 1.3.3.1, e ajustados para massa de amostra e fator de dilui¢do

empregado estdo resumidos na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3. Valores de LD e LQ (em massa seca) obtidos para determinacdo dos produtos de

tabaco por ICP OES.

Elementos LD (ugg™) LQ (ugg")
Al 1,9 6,2
As 3,6 12
Ba 0,03 0,09
Ca 3,8 13
Cd 0,06 0,2
Co 0,3 0,9
Cu 0,08 0,3
Fe 1,8 6,0
K 25 84
Mg 12 39
Mn 0,04 0,13
Na 35 116
Ni 0,7 2,3
P 11 36
S 13 44
Sr 0,8 2,7
Ti 0,03 0,09
\Y% 0,06 0,21
Zn 0,4 1,3

Uma comparacdo dos LDs obtidos neste trabalho para os elementos quimicos
com outros métodos desenvolvidos da literatura empregando a técnica de ICP OES

encontra-se na Tabela 2.4. Como se pode observar, os LDs (ug g') obtidos, para a
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maioria dos elementos quimicos, usando o método analitico desenvolvido foram
inferiores do que os encontrados na literatura. Isto ¢ indica uma vantagem deste trabalho
para estimar a concentracdo de 19 elementos quimicos em amostras de produtos de

tabaco.

A exatiddo do método analitico foi avaliada pela andlise de trés materiais de
referéncia certificados: folhas de macieira (NIST 1515), folhas de tomateiro (Agro
C1003a) e folhas de tabaco orientais (CTA-OTL-1). Os resultados obtidos para os CRM
preparadas pelo método analitico proposto apresentaram uma boa concordancia com os

valores certificados.

Considerando todas as amostras analisadas, os percentuais de concordancia
entre os valores encontrados e certificados estiveram entre 91 + 4% (V) e 117 = 4%
(Sr), com erros menores que + 20% (Tabela 2.5). Isto indica que o método analitico
proposto ndo foi afetado pelos efeitos de matriz, fornecendo uma boa determinagdo
multielementar e resultados quantitativos com boa exatiddo, usando o procedimento de
digestdo com HNO; em bloco digestor com sistema fechado usando acido nitrico

diluido [161].
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Tabela 2.4. Valores de LDs para determinagdo multielementar em amostras de tabaco por ICP

OES em comparagdo com literatura.

Limites de detec¢des (LD = pg g'l)

Elementos Neste Trabalho Referéncia [162] Referéncia
[16]
As 3,6 0,781 n.i.
Ba 0,03 1,25 0,73
Cd 0,06 0,281 n.i.
Co 0,3 0,188 n.i.
Cu 0,08 0,594 1,17
Fe 1,8 1,840 0,71
Mn 0,04 0,250 0,75
Ni 0,7 0,250 n.i.
Sr 0,8 0,031 1,25
Ti 0,03 0,150 n.i.
\% 0,06 0,420 n.i.
Zn 0,4 0,460 n.i.

n.i. = ndo informado
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Tabela 2.5. Determinacdo da composi¢ao inorganica dos CRMs, folhas de tabaco oriental (CTA-OTL-1), folha de tomate Agro C1003a e folha de maga (NIST 1515) por ICP

OES, apos digestdo das amostras em bloco digestor com sistema fechado.

SRM CTA- OTL CRMAgro C1003a NIST1515

Elementos Valor Valor Concordéancia (%) Valor Valor Concordéancia (%) Valor Valor Concordancia (%)

Certificado Encontrado Certificado Encontrado Certificado Encontrado
Al/mgkg’ 17404290 17584240 101 + 14 1990+520 1973 £2 99+2 286+9 315448 110+ 15
As/mgkg" 0,539+0,060 <12 n.d. 19,0+£2,8 21,3+1,4 112+7 0,038+0,007 <12 n.d.
Ba/mgkg’' 84,2+11,5 82,0+2,5 97+3 n.d. n.d. n.d. 49+2 47+1,4 96 +4
Ca/ (%) 3,17+0,12 3,60+0,09 11343 2,74+0,44 2,87+0,10 105+4 1,526+0,015 1,623+0,023 106 +2
Cd/ mg kg 1,12+0,12 1,20+0,14 107+12 26,6+2,1 30,0+0,3 113 +1 0,014 0,19 n.d.
Co/mgkg"'  0,879+0,039 1,00 +0,14 114+ 16 0,33+0,14 <0,9 n.d. 0,09 <0.8 nd
Cu/mg kg 14,1+0,5 13,3+0,4 94 +3 1130140 103710 92 +1 5,64+0,24 5,72+0,17 101 +4
Fe / mg kg! 989 1150436 116 +4 1120190 1288+16 115+3 83+5 76,6+8,9 92 +11
K/ (%) 1,56+0,05 1,68+0,02 108+2 4,33+0,38 4,07+ 0,07 94 +2 1,61+0,020 1,58+ 0,04 98 +3
Mg/mgkg'  4470£210 4914+153 110 £2 4110+360 4665162 113+£2 *0,271+0,008 0,288+0,005 106 +20
Mn/mgkg' 412£14 434+14 105 +4 470+69 453+10 96 +2 5443 50,3+1,3 93+2
Na/mgkg' 345 394 + 98 114428 2710+840 3065+ 47 113+£3 24,4+1,20 <116 n.d.
Ni / mg kg™ 6,32+0,65 6,75+0,87 107+16 3,16+0,87 3,29+1,30 104+ 21 0,91+0,12 <23 n.d
S /(%) 0,732+0,081 0,738+0,090 101£12 n.i. n.d. n.d. 1800 <44 n.d
P/ mg kg 2892+134 29224109 101+4 4370+740 5079+215 116 +3 1590+110 <36 n.d
Sr/mg kg 20120 236 +8 117 +4 154+49 155+ 3 101 +£2 25+2 23+0,3 92+1
V/mg kg 3,08+0,42 2,80+0,09 91 +4 n.d. n.d. n.d. 0,26+0,03 0,278 £ 0,02 107+8
Zn/mgkg'  499+24 54 +£3 108 +6 37,5£5,0 41,6 £0,5 111 +1 12,5+0,3 <13 <1,3

#Resultados expressos (media + intervalo de confianga para nivel de 95%, n = 3); n.d. = ndo determinado; n.i. = ndo informado;*valor expresso em %.
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2.3.4. Aplicacao do método proposto

O método analitico proposto foi aplicado para a determinagdo multielementar
simultinea de 19 constituintes inorganicos (seis macroelementos e treze
microelementos) em 22 amostras de varias marcas de trés diferentes tipos de produtos
de tabaco (charuto, fumo desfiado e fumo de corda) comercializados na cidade de
Salvador, Nordeste, Estado da Bahia, Brasil. As concentragées médias de cada elemento
e desvio padrdo juntamente com a faixa de concentragdo minima e maxima em todos os

tipos de produtos selecionados encontram-se nas Tabelas 2.6 e 2.7.

As concentragdes dos macroelementos, expressas em média, faixa minima e
maxima de concentragdo (em pg g), respectivamente, variaram da seguinte forma para
as amostras de charuto: Ca (27563 e 24656-31656), K (50316 e 35564-65563), Mg
(11552 ¢ 10841-13066), Na (634 ¢ 421-893), P (4781 e 2316-7249) e S (17358 e 5191
a 30140). Amostras de fumo desfiado, Ca (21984 ¢ 175302 27198), K (21807 ¢ 12356 a
29983), Mg (6420e 4410-8219), Na (428 e 158-805), P (1500 e 1080-2671), S(1658 e
1030-3440). Amostras de fumo de corda, Ca (21344 ¢13829-27864), K (17600 ¢ 7379—
29354), Mg (6716 e 4850-8272), Na (906,5 e 106-2090), P (1085 e 726-1289) e S

(1488 ¢ 1025-2649).

De acordo com os resultados, as amostras de charutos apresentam as maiores
concentragcdes de macroelementos, sendo K o elemento quimico que apresentou a maior
concentracdo. No entanto, o fumo de corda relevou a maior concentracdo de Na em

relagdo as amostras de charutos. O célcio foi o macroelemento que teve a segunda maior
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concentragdo. As concentracdes médias desse macroelemento foram semelhantes para

as amostras de fumo desfiado e de corda.

Entre os microelementos, o aluminio foi o metal presente na maior
concentragdo na composi¢do dos produtos do tabaco. As concentracdes, expressas em
média, faixa minima e méxima (em pg g), respectivamente, variando entre 1354 ¢
1028-1979 para charutos; 1562,6 ¢ 398-4552 para fumo desfiado e 2568 e 1263-5272
para fumo de corda. O teor médio de Al foi maior no fumo de corda, sendo o dobro do
encontrado nas amostras de charutos. Ferro foi o microelemento que mostrou a segunda
maior concentragdo. A média, minima e as concentragdes maximas de Fe (em pg g'l)
estiveram entre 883 ¢ 415-1719 para charuto, 826,2 e 257-2048 no fumo desfiado, 1054
¢ 391-1813 para fumo de corda. O conteudo de Fe é quase o mesmo em todos os tipos
de produtos e semelhantes aos relatados no tabaco fumado no Paquistao (981,18 pg g'l)

[15] e mercados indianos (927 pg g™) [6].

Cadmio e Ni, elementos potencialmente toxicos e declarados cancerigenos
humanos pela International Agéncia de Pesquisa do Cancer [89], também foram
encontrados em todos os produtos de tabaco. Concentracio média de Cd, minima e
maxima (pg g'l) foram de 0,96 e 0,26-1,66 para charuto, 0,49 e <0,2-1,01 para fumo
desfiado e 0,292 e <0,2-0,69 para fumo de cordo. A concentragdo média de Cd (0,58 +
0,34) nos produtos de tabaco foi menor do que a relatada nas folhas de tabaco (0,75 +

0,61), coletados no Brasil entre 2001 ¢ 2003 [14].

No entanto, a concentragcdo de Cd foi semelhante aos encontrados nos produtos
de tabaco indianos [6] e em charutos pequenos comercializados nos Estados Unidos da

América [115]. A concentracdo média do Ni foi quase a mesma nos produtos defumo
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desfiado e fumo de corda (2,3 e <2,3-4,26 ug g"'no fumo desfiado e 2,3 e <2,3-5,93 pg
g'1 em fumo de corda). No entanto, o charuto apresentou a maior concentragdo de Ni
(8,18 e <2,3-27,19 pg g') quando comparada aos outros produtos do tabaco. A
concentragdo média de Ni nos charutos foi proxima as relatadas nos produtos

comercializados em mercados indianos (8,86 + 2,46) [6].

O bario, também um elemento potencialmente toxico que pode causar lesoes
dérmicas, apresentou média de concentragdo e faixas minimas e maximas de 108 e 68,2-
223 ug g, 116 ¢ 21-174 pg gl e 111,5 ¢ 56-143 pg g para charuto, fumo desfiado e

fumo de corda, respectivamente.

Cobalto, Cu, Mn e Zn sdo elementos essenciais para a sobrevivéncia humana,
uma vez que, sdo metais traco que desempenham muitas func¢des bioldgicas. No
entanto, um aumento de suas concentragdes e acimulo intracelular implica em efeitos
toxicos. As concentragdes desses microelementos, expressas em média, faixa minima e
méxima (em pg g'), variaram da seguinte forma: para charutos, Co (0,99 e <0,8-6,59),
Cu (16,35 e 5,30-50,8), Mn (215 e 114-351) e Zn (198,4 e 103-298); para fumo
desfiado, Co (0,69 e <0,8-1,93), Cu (14,4 ¢ 1,08-29,2), Mn (345,5 ¢ 110-818) e Zn (42,6
e 8,0-67); e para amostras de fumo de corda, Co (1,25 e <0,8-4,19), Cu (33,6 ¢ 1,74-

130), Mn (657,2 € 63,6-3219) e Zn (71 e 48,9-128).

A concentragio de V, expressa em média, minimo e maximo (em pg g")
variou da seguinte forma: 1,47 e 0,46-3,8 para o charuto e 2,30 e 0,31-4,4 para as
amostras de fumo de corda. No entanto, o contetido de V foi encontrado em apenas duas

amostras de fumo desfiado (0,22 + 0,02 ¢ 0,82 + 0,10).
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Em todas as amostras de produtos de tabaco, as concentragdes de As estavam
abaixo do LQ (<12 pg g'l) estabelecido para o método analitico. O titanio também foi
encontrado na composicdo quimica dos produtos de tabaco. Os niveis foram
semelhantes nas amostras de fumo desfiado e de corda, com valores de 4,56 (2,00-15) ¢
3,71 (1,28-10). A concentragdo média de Ti nos charutos foi cerca de 11 a 14 vezes

maior que a encontrada nas amostras de fumo desfiado e de corda, respectivamente.

Em resumo, a ordem decrescente do contetido de constituintes inorganicos foi
Al> Fe> Mn> Sr> Zn> Ba> Ti> Cu> Ni> V> Co> Cd para charutos; e AI> Fe> Mn>

Sr> Ba> Zn> Cu> Ti> Ni> Co> Cd para fumo desfiado e de corda.

Entre os tipos de produto de tabaco estudados, o charuto foi o mais enriquecido
em metais. Isto pode ser devido ao fato dos charutos serem produzidos por empresas
destinadas a exportagdo do produto, o que provavelmente devem utilizar maior
quantidade de fertilizantes para aumentar a qualidade e produtividade. Além disso, o
maior contetido de cddmio presente nas amostras de charuto pode vir a confirmar esta
hipotese, pois ¢ conhecido que o cadmio esta presente como contaminante nos produtos

de fertilizantes.

Em trabalhos encontrados na literatura, pesquisadores quantificaram o
conteudo de metais em produtos do tabaco fumado, entretanto a maioria foi em cigarros.
As informagdes da literatura cientifica estdo limitados para produtos de charuto e ao que
se sabe, ndo existe nenhum relatorio sobre o contetido de metais em fumo desfiado e de

corda.

Na Tabela 2.8 encontram-se os valores médios dos elementos encontrados

neste trabalho e as informagdes da literatura cientifica. Comparando com as
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informagdes da literatura foi possivel verificar que poucos trabalhos foram encontrados
para macronutrientes, ¢ para os elementos P, S e V nido foram encontrados dados.
Assim, o presente trabalho ¢ a mais recente fonte de informagdo com referéncia ao teor
de macro e microelementos nos produtos tabaco fumados, especialmente formulagdes

de fumo desfiado e de corda.

2.3.5 Analise elementar de nitrogénio

Sabendo-se que o nitrogénio esta relacionado com a presenga de nicotina ¢ a
qualidade dos produtos do tabaco. A sua concentracdo, também foi determinada nas

amostras usando a analise elementar [55].

A concentrag@o de nitrogénio, expressa em porcentagem (%), estd apresentada
na Tabela 2.7 e em forma de grafico na Figura 2.3. O conteudo médio nas amostras
foram de 3,77; 3,15 e 3,8% para charuto, fumo desfiado e fumo de corda,
respectivamente. Estes valores estdo entre os normalmente encontrados na matéria

seca de plantas herbaceas, 1,5 a 4,5% [48].

Analisando a Figura 2.3, observou-se que o maior porcentual de nitrogénio
estava presente em uma amostra de fumo de corda (5,09%). Entretanto, este valor ¢é
inferior a 7,9% que, foi o maior valor encontrado na literatura para amostra de Dokha,
um tipo de tabaco de origem Arabe comercializado nos Emirados Arabes Unidos (UEA)
[163]. Contudo pode-se intuir que a quantidade de nicotina esta presente em menor

quantidade nas amostras de tabaco comercializadas na Bahia.
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Figura 2.3. Concentracdo de nitrogénio determinados nas amostras de charuto, fumo de

desfiado e de corda (n=22)
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Tabela 2.6. Concentragdo (em mg kg", massa seca, n=3 ) de Al, Ba, Cd, Co,Cu,Fe, Mn, Mo, Ni, Sr, V € Zn em produtos de tabaco por ICP OES.

Amostras Al Ba Cd Co Cu Fe Mn Ni Sr Ti \4 Zn
Charuto
1 1979 + 56 119+2 1,19 +£0,02 6,59 +0,11 6,68 +0,07 1719 + 36 315+5 10,14+1,12 176 £2 84,0+8,6 3,80 +0,10 189+3
2 1246 + 35 79,5+2,0 0,60 + 0,05 <0,8 10,1 +0,5 640+ 18 114 +4 4,92 +0,96 227+8 50,0 +32 1,09 +0,06 1644
3 1028 +43 75,0+29 0,62 +0,02 <0,8 16,8+ 0,08 582+13 196 £2 6,11 +1,43 186+ 1 43,6 £0,4 0,91 +£0,05 298 £2
4 1349 £ 22 682+174 1,29 +£0,02 <0,8 50,8+ 0,88 1122+ 12 128 +1 8,82 +0,95 207 £ 10 47,0+5,7 1,25 +0,02 243 £5
5 1659 + 47 111+£3 1,16 £0,02 <0,8 8,91+ 0,33 832+24 351+10 8,24+0,18 205+7 375+1,7 1,50 £ 0,08 258+6
6 1247+ 76 223+7 1,66 +0,05 1,32 +£0,02 7,19+ 0,07 1231+ 17 334+5 27,19+2,19 168+9 64,7+3,0 2,19+0,11 1772
7 1158+ 19 72,0+0,9 0,90 +0,02 <0,8 25,0+ 0,30 415+9 154+1 <23 218+4 31,0+ 1,30 0,46 +0,03 155 +4
8 1167 + 55 116 £4,0 0,26 +0,02 <0,8 5,30+ 0,30 520+ 11 125+3 <23 228+2 56,0 +3,9 0,54 + 0,005 103 £7
Média 1354 108 0,96 0,99 16,35 883 215 8,18 202 51,72 1,47 198.4
Minimo 1028 68,2 0,26 <0,8 5,30 415 114 <23 168 31 0,46 103
Maximo 1979 223 1,66 6,59 50,8 1719 351 27,19 228 84 3,80 298
Fumo Desfiado
1 1380 +35 174 £ 1 1,01 £0,10 <0,8 5,00 0,21 484+9 818+ 11,6 <23 105+2 3,00 +0,22 <0,2 342 +1,07
2 1734 £ 51 72+1 0,36 +0,03 <0,8 15,3 £0,20 677+8 298 +4,71 4,00 +0,93 165+1 2,04 +0,06 <0,2 552+1,20
3 4552 +23 102+1 0,38 +0,01 1,93 + 0,40 29,2 +0,90 2048 + 39 351 +£2,68 4,26 0,50 155+2 4,00 0,26 <0,2 67,0 0,46
4 1755+39 129+ 1 0,44 +0,04 1,86 + 0,03 28,1 £0,42 1503 £ 67 392 £4,51 4,17 +0,52 162+2 4,45+0,12 <0,2 62,4 + 1,24
5 458 +£70 160 + 1 0,73 +0,11 <0,8 4,10 +0,11 386+8 143 £ 1,56 <23 973+1,6 2,00 +0,11 <0,2 14,4 + 1,14
6 857+26 154+3 0,62 +0,01 0,95 +0,26 16,0 + 1,63 634+ 18 254 £3,21 <23 120+£2 3,00+0,18 <0,2 354 +1,31
7 398 +11 21,0+0,7 <0,2 <0,8 1,08 £0,12 257+6 110+3,6 <23 33,0£09 3,00 +0,10 0,22 +0,02 8,0+0,1
8 1367 +£70 115,045.4 0,37 £0,04 0,77+ 0,03 16,7 +0,60 621+ 16 398+ 16 3,05+0,71 169 +8 15,0 +3,00 0,82+ 0,10 64+1,7
Média 1562.,6 116 0,49 0,8 14,4 826,2 3455 23 126 4,56 0,52 42,6
Minimo 398 21 <0,2 <0,8 1,08 257 110 <23 33 2,00 <0,2 8,0
Maximo 4552 174 1,01 1,93 29,2 2048 818 4,26 169 15,0 0,82 67
Fumo de Corda
1 2190+ 119 117+1 0,41 +£0,03 2,31 +0,31 130+£0,74 1284 =18 140+ 1 2,45+0,20 77,54 +0,86 2,2340,13 3,70+0,02 782+1,5
2 5272+ 120 115+1 <0,2 <0,8 4,13+0,21 1813 £42 63,6+1,2 2,3+0,31 63,1 £2,2 4,34+0,49 4,40+0,10 530+1,2
3 2378 + 360 143+£2 0,30 +0,03 4,19+0,21 3,01 +£0,14 918 £32 139+2 <23 153+2 1,28+0,12 2,30+0,10 51,6 £0,9
4 1470 + 870 110+ 4 0,69 +0,03 0,99 +0,11 59,0 1,07 845+ 14 3219 +£72 5,93 +1,03 260+ 8 2,00+0,06 1,10+0,10 1282
5 2833+ 126 128+ 1 0,35+0,10 <0,8 3,90 +0,11 1073 £28 149 £1 <23 187 £ 65 2,41£0,20 2,00+0,10 489+1,5
6 1263+114 56,0+2,8 <0,2 <0,8 1,74 +0,31 391 +40 233+ 1 <23 84,0+1,8 10+42 0,31 +0,03 65,0+43
Média 2568 111,5 0,292 1,25 33,6 1054 6572 23 137,4 3,71 2,30 71
Minimo 1263 56 <0,2 <0,8 1,74 391 63,6 <23 63,1 1,28 0,31 48,9
Maximo 5272 143 0,69 4,19 130 1813 3219 5,93 260 10 44 128

Resultados expressos (media + intervalo de confianga para nivel de 95%)
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Tabela 2.7.Concentragdo (em pug g, massa seca, n=3) dos macroelementos Ca, K, Mg, Na, P, S ¢ N em produtos de tabaco por ICP OES.

Amostra Ca K Mg Na P S N*
Charuto
1 31656 + 263 56494 + 1699 10926 + 166 893 +26 3889 + 382 10072 +403 2,96
2 25852+ 790 43301 + 1300 13066 + 324 573+ 16 5916 + 194 15992 £ 615 4,04
3 29693 + 190 57929 + 1141 12178 £25 620 +£23 7249 £ 143 24054 + 645 3,85
4 24656 + 255 44740 + 568 11028 + 229 421+£10 5104 £ 152 26262 £1037 3,54
5 28566 + 697 58883 £ 2609 10881 + 233 647 +28 6968 + 147 30140 + 899 3,86
6 29019 + 444 65563 +2679 10841 + 236 867 + 31 4353 + 138 20939 £1574 3,37
7 25572+ 66,0 40053+ 1706 11178 £ 166 546 + 14 2453 +£22 6210 + 81 4,30
8 25490 + 499 35564+ 1275 12322 + 36 502+9.1 2316 +23 5191 £ 111 4,25
Média 27563 50316 11552 634 4781 17357,5 3,77
Minimo 24656 35564 10841 421 2316 5191 2,96
Maximo 31656 65563 13066 893 7249 30140 4,30
Fumo Desfiado
1 21859 + 700 18368 + 876 5347 £ 118 487 £ 120 1080 + 112 1142 £ 11 2,35
2 20372+ 162 18722 £ 170 7080 + 223 451 £ 65 1190 + 298 1301 +32 4,13
3 27198 +£ 334 23960 + 172 7341 £ 94 247 + 44 1080 + 153 1463 £25 4,22
4 21733 +£ 499 23346 + 989 6687 + 178 356 +118 1370 + 141 1347 £ 11 3,70
5 20325 + 68 23691 + 476 4410 £+ 30 503 +£47 1335 +2,99 1299 +3 2,21
6 22260 + 577 24029 + 762 6478 + 145 417 £26 1310 + 63,8 1030 £ 12 2,80
7 17530 £ 488 12356 £ 285 5795 £ 132 158 £7,0 1967 £ 59 2240 +£77 2,13
8 24599 £946 29983 + 2890 8219 + 643 805 +43 2671 +249 3440 + 248 3,67
Média 21984,5 21807 6420 428 1500 1658 3,15
Minimo 17530 12356 4410 158 1080 1030 2,13
Maximo 27198 29983 8219 805 2671 3440 4,22
Fumo de Corda

1 27864 + 275 7379 £ 57 7197 £ 113 487 £ 160 1268 £ 78 1685 + 30 3,92
2 24209 + 676 22150 + 642 6325+ 172 106 + 77 1289 + 103 1155+23 3,13
3 18940 + 289 13918 £113 8272 £ 60 1732 £297 742 +£24 1025 £45 3,40
4 25263 +£297 29354 + 941 5711 + 66 828 £ 90 1269 + 160 1338 +£52 3,80
5 17959 + 259 16664 =221 7940 + 52 2090 + 32 726 + 68 1074 £ 10 3,64
6 13829 + 446 16132 +47 4850 + 63 196 + 8,0 1218 +37 2649 £ 179 5,09
Média 21344 17600 6716 906,5 1085 1488 3,83
Minimo 13829 7379 4850 106 726 1025 3,13
Maximo 27864 29354 8272 2090 1289 2649 5,09

Resultados expressos (media =+ intervalo de confianga para nivel de 95%); *valor expresso em %. * Determinado por equipamento de combustdo LECO.
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Tabela 2.8. Concentragio (em pg g, massa seca) de constituintes inorganicos em produtos de tabaco reportados na literatura usando diferentes

técnicas espectroanaliticas.

Pais Al Ba Cd Ca Co Cu Fe Mg Mn Na K Ni Sr Ti Zn Ref.
Paquitdo 716 n.a 0,72 n.a 0,75 21,1 981,18 n.a 124,04 n.a n.a 3,13 n.a n.a 34,27 [15]
Paquistao n.a. n.a 0,501 n.a 3,344 7,889 n.a n.a 45,03 n.a n.a n.a n.a n.a 14,34 [164]
Turco* n.a n.a 1,50 n.a n.a 48,8 n.a n.a 47,4 n.a n.a n.a n.a n.a 29,0 [165]
Brasil* n.a n.a 0,75 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a [14]
India n.a n.a 0,71 n.a n.a n.a 927 n.a n.a n.a n.a 8,86 n.a n.a 35 [6]

India n.a n.a 0,49 n.a n.a 17 963 n.a n.a n.a n.a 7,10 n.a n.a 22 [6]
Tunisia 443 100.5 <0,969 20892,5 <0,625 14,5 414,75 5033 131,5 395 26450 1,5 129,5 20,5 30,25 [162]
UEA n.a n.a 0,09-0,13 n.a 5,00-8,00 n.a 306-565 n.a 454-505 n.a n.a n.a n.a n.a n.a [163]
Brasil n.a n.a 0,65 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 1,26 n.a n.a n.a [138]
Paquistao n.a n.a 0,501 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 2,076 n.a n.a n.a [134]
China n.a n.a 0,52-1,76 n.a n.a 4,75-15,25 n.a n.a n.a n.a n.a 0,57-2,16 n.a n.a n.a [166]
Brasil n.a 70-120 n.a 25000-30000 n.a n.a n.a n.a 120-250 n.a 30000-40000 n.a n.a n.a n.a [167]
EUA n.a n.a 1,0-1,7 n.a 0,44-1,11 n.a n.a n.a 131 -245 n.a n.a 2,1-3,9 n.a n.a n.a [168]
EUA n.a n.a 1,19 n.a 0,81 n.a n.a n.a 187,4 n.a n.a 2,56 n.a n.a n.a [115]
Espanha 428 n.a 0,810 n.a 0,558 n.a n.a n.a 112,026 n.a n.a 2,238 82,206 n.a n.a [169]
Espanha 667,2 123 0,79 n.a 0,84 n.a n.a n.a 148.,4 n.a n.a 2,10 n.a n.a 25,2 [114]
Brasil/Charuto 1354,1 108 0,96 27563 0,99 16,35 882,6 11552 214,6 634 50316 8,18 202 51,72 198,4 Neste Trabalho
Brasil/Desfiado  1562,6 116 0,49 21984,5 0,8 14,4 826,2 6420 3455 428 21807 2,3 126 4,56 42,6 Neste Trabalho
Brasil/Corda 2568 111,5 0,292 21344 1,25 33,6 1054 6716 657,2 906,5 17600 2,3 137,4 371 71 Neste Trabalho
n.a = nio informado. Folha de tabaco
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2.3.6. Analise Multivariada de dados

Com objetivo de avaliar a tendéncia e a similaridade das amostras os produtos do
tabaco foram aplicados a PCA e a HCA, respectivamente. Considerando como variaveis a
concentragdo média dos elementos quimicos de cada amostra. A matriz de dados foi
construida usando 18 variaveis (Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti,
V, Zn) como colunas e as 22 amostras de produtos de tabaco como linhas (18 x 22). Os dados
foram pré-processados, através do escalonamento usando programa computacional do

Statistica, versdo 6.0.

A Figura 2.4 mostra os graficos dos valores de peso (2.4-a e 2.4-b) e Figure 2.5
escores (2.5-c e 2.5-d) para PCA. As trés primeiras componentes principais (PC)
representaram 65,02% da variagdo total dos dados; ou seja, as informagdes relevantes podem

ser explicadas usando as trés primeiras PCs.

A primeira componente principal (PC1) representou 37,99% da variabilidade dos
dados. As variaveis com os maiores valores de pesos foram as concentragoes de Ca, Cd, K,
Mg, Ni, P, S, Sr, Ti e Zn. Essas variaveis apresentaram valores de pesos positivos, indicando
correlagdo nas concentragdes desses elementos quimicos nas amostras. A PC2 explicou
16,28% da variancia total dos dados e teve valores de pesos negativos nas concentragdes de
Al Fe e V, o que influenciou as amostras dos produtos de tabaco. A PC3 explanou 10,73% da
variancia total, tendo como valores de pesos negativos as concentragcdes de Ba, Cd e Co, que

influenciaram as amostra de fumo desfiado (1, 5 ¢ 6) e fumo de corda (3, 4 ¢ 5).
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As Figuras 2.5-c e 2.5-d mostram os graficos de escore para a PC2 versus PC1 e PC3
versus PC1, respectivamente. Observou-se a separagdo das amostras de acordo com o tipo de
produto de tabaco na PC1, com eixo de carga positiva. O primeiro grupo consistiu nas oito
amostras de charuto e o segundo grupo foi composto das 14 amostras do somatério de fumo
desfiado e de corda. O fato das amostras de charuto estarem no mesmo grupo deve-se a
presenca em sua composi¢do de maior concentragcdo de Ca, Cd, K, Mg, Ni, P, S, Sr, Ti e Zn,
que influenciaram o PC1. As amostras de tabaco de fumo desfiado e de corda compuseram o
grupo 2, sem formacdo de subgrupos, provavelmente porque as amostras ndo foram
processadas, como mostrado no grafico de PC2 versus PC1 (Figura.2.5-c) e PC3 versus PCI

(Figura. 2.5-d).
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Figura 2.4. Anélise de componente principal para amostras de produtos de tabaco: (a) grafico

de peso para PC2 versus PC1 (b) grafico de peso para PC3 versus PC1
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A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) também foi aplicada as
concentragdes de constituintes inorganicos com o objetivo de avaliar a similaridade das
amostras de produto do tabaco. Os dados também foram autoescalonados. O célculo da
distancia euclidiana foi utilizado na medida interponto entre as amostras, € o método de

Ward’s foi utilizado para liga-las.

Como pode ser visto na Figura. 2.6, o dendrograma mostra a formagao de dois
grupos, como foi observado na PCA. O primeiro cluster foi composto apenas por
amostras de charuto e o segundo por amostras de fumo desfiado e corda. Isso pode ser
atribuido a origem geografica, tipo de solo, tratamento das folhas de tabaco, além de uso
de fertilizantes baseados em metais para aumentar a produgdo das plantas de tabaco,

entre as amostras agrupadas localizadas na base do dendrograma.
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Figura 2.6. Dendrograma: Calculado da distancia Euclideana e o método de ligagdo

Ward’s para avaliar similaridade entre as amostras de produtos de tabaco.
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2.4. Consideracoes Finais

A otimizacdo empregando os planejamentos Box-Behnken e Doehlert foi
eficiente para determinar as melhores condi¢des do processo de digestdo das amostras
usando o bloco digestor com sistema fechado, e das condigdes operacionais do
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado. O bloco de
digestdo com sistema fechado foi uma alternativa vantajosa de baixo custo, comparada a
digestdo assistida por micro-ondas, para o tratamento de amostras de tabaco, e permitiu

uma digestdo com baixa concentragdo de carbono organico dissolvido.

Uma boa precisdo e exatiddo do método analitico indicou que as condig¢des
experimentais obtidas foram satisfatorias para a determinacdo de 19 elementos (Al, As,
Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V, Zn) em produtos de tabaco
por ICP OES. Neste estudo, foram quantificados 18 elementos quimicos em amostras de
charuto, fumo de desfiado e de corda, através do método analitico otimizado. A
concentracdo de arsénio nas amostras estava abaixo do limite de quantificacdo do

método analitico.

O nitrogénio, também foi determinado nas amostras usando a andlise
elementar. Os resultados mostraram que as concentragcdes médias dos macroelementos
foram maiores nas amostras de charuto, com exce¢do da concentragdo de Na, que foi
maior no fumo de corda. As concentragdes de K e N foram superiores em todas as

amostras, pois sdo os nutrientes mais absorvidos pela planta.
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Dos microelementos e elementos trago determinados, as amostras de charuto
apresentaram em média maior teor de sete metais trago (Zn>Ba>Ti>Ni>Co>Cd) em
relacdo as amostras de fumo desfiado e corda. As amostras de fumo desfiado
apresentaram maior concentracdo de de Fe e fumo de corda, as maiores concentragdes
de Al>Mn>Cu. No entanto, o Cd apresentou as menores concentragdes nas amostras,

em relacdo aos outros elementos quimicos.

A analise multivariada de dados mostrou ser uma ferramenta quimiométrica
util na identificacdo de tipos de tabaco a partir de seus contetidos inorgénicos. O tabaco
tipo charuto apresentou padrdes diferentes no conteudo inorganico em relagdo ao fumo

de corda e desfiado.

Através dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o método
analitico desenvolvido tem potencial para ser aplicado na quantificagdo rotineira de
constituintes inorganicos em produtos de tabaco. Os resultados de outros produtos do
tabaco, diferente do cigarro, apresentados neste trabalho podem contribuir para o

conjunto de informacgdes existentes na literatura.
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CAPITULO 3. Otimizacio de um procedimento de extracio assistido por
ultrassom para determinacio de constituintes inorginicos em amostras de

produtos de tabaco por ICP OES

3.1. Introducao

Nos ultimos anos, a crescente preocupagdo com as consequéncias do tabagismo
para saude e o meio ambiente, tem levado os cientistas do mundo inteiro a desenvolver
métodos para determinar constituintes quimicos presentes em produtos do tabaco. Além
disso, na industria do tabaco necessita de métodos analiticos validados, simples e
rapidos para a analise de rotina de seus produtos, a fim de monitorar a qualidade dos
mesmos. Neste sentido, a etapa de preparo de amostras tem sido crucial no

desenvolvimento desses métodos analiticos que serdo aplicados.

Os procedimentos para preparo de amostras usando sistemas abertos e fechados
apresentam como principal desvantagem, o uso de alta quantidade de reagentes que
podem aumentar o risco de contamina¢do da amostra, afetando elementos quimicos que
estdo em baixas concentracdes, e perdas através de volatilizacdo [170]. Desta forma,
neste trabalho, um procedimento simples e de baixo custo, com um menor tempo de
preparacdo da amostra, em relacdo ao bloco digestor e a digestdo assistida por micro-

ondas foi desenvolvido.
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O procedimento desenvolvido permitiu a determinagdo de Ba, Ca, K, Mg, Mn,
Na, P e Sr em produtos de tabaco empregando ICP OES. O planejamento Box-Behnken
juntamente com a fun¢@o da desejabilidade foram utilizados para otimizagdo simultanea
das principais variaveis do procedimento de extracdo acida assistida por ultrassom de

constituintes inorganicos em amostras de charuto, fumo desfiado e fumo de corda.

3.2. Experimental

3.2.1. Instrumentacio

A determinacdo simultdnea dos analitos em produtos de tabaco foi realizada
um espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado com vista

axial e detector de estado solido (modelo E-720, Agilent, Santa Clara, EUA).

O gas usado para geracdo do plasma foi argonio com pureza de 99.9999%
(White Martins, Sdo Paulo, Brazil). A camara de nebulizacdo de passagem unica e o
nebulizador One Neb (Agilent, Santa Clara, EUA) foram empregados para a introdugdo
da amostra. As condi¢des de operagdes do sistema do espectrometro foram as seguintes:
poténcia de radiofrequéncia (PRF) de 1350 W, vazdo do gas no plasma de 15 L min™,
vazio do gas auxiliar de 1,5 L min™ e vazio do gas de nebulizagio (VGN) de 0,9 L min’

!, Com um gerador de radiofrequéncia de 40 MHz.

Os elementos quimicos tiveram as suas concentracdes determinadas usando os

comprimenos de ondas: Ba (II) 455,403 nm, Ca(Il) 317,933 nm, K (I) 766,689 nm, Mg
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(II) 279,800 nm, Mn (II) 260,568 nm, Na (I) 330,237 nm, P (I) 213,618 nm e Sr (II)

215, 283, sendo (I) linhas atdémicas e (II) linhas i6nicas.

3.2.2. Pré-tratamento de amostra

No laboratodrio, as amostras de charuto e de fumo de corda foram cortadas em
pedacos, e juntamente com a de fumo desfiado, foram liofilizadas (Liotop Modelo L10)
por 72 h. Depois, processadas por 10 min em moinho de bolas (PM 400; Retsch,
Diisseldorf, Alemanha) com 5 mim de intervalo a 400 rpm para homogeneizacdo do
material e obtengdo de particulas menores. Os materiais finais foram armazenados em
dessecadores. A medida do tamanho das particulas e a morfologia da amostra foram
estimadas usando um microscopio de varredura eletronica (MEV, modelo JSM-6610

Séries Scanning Electron Microscope).

3.2.3. Digestao das amostras

Com a finalidade de comparagdo com o método de extragdo por ultrassom, as
amostras foram digeridas utilizando as condi¢des 6timas estabelecidas no capitulo 2.
Desta forma, aproximadamente 200 mg de amostras homogeneizadas foram medidas
(em triplicata) em tubos de digestdo de politetrafluoretileno (PTFE). Em seguida foram
adicionados um volume de 2,1 mL de HNO; 65% m m’ e 1,2 mL de H,O; 30% m m’!
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e 6,7 mL com sistema de agua deionizada produzida

pelo sistema de purificacao Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA) as estas amostras.
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Os tubos digestores foram aquecidos condutivamente por 120 min uma
temperatura de 180 °C em bloco digestor com sistema fechado (Modelo TE-015-1;
TECNAL, Sao Paulo, Brasil). Os digeridos foram aferidos com agua deionizada para o
volume final de 15,0 mL. Em seguida, a determinagdo simultdnea de Ba, Ca, K, Mg,

Mn, Na, P e Sr foi realizada por ICP OES.

3.2.4. Extracio acida assistida por ultrassom

Foram medidas aproximadamente 100 mg de tabaco de charuto, fumo de corda
e fumo desfiado, com tamanho de particulas aproximadamente de 80 pm, dentro de um
tubo de polietileno de 15 mL. As amostras foram tratadas com 5,0 mL de uma solugdo
de 1,0 mol L' de HNO; por 10 min, em um banho ultrassénico (modelo EASY 30H

Elma, Hohentwiel, Alemanha).

Ap6s o tratamento, a amostra foi diluida para 10 mL com agua deionizada. Os
sobrenadantes foram separados por centrifugacdo (centrifuga modelo: DT 4500,
fabricante DaiKi, Sao Paulo, Brasil ) por 10 min com rotacdo de 4000 rpm, sendo
solucdo sobrenadante separada em outro tubo para analise. As solugdes dos brancos
analiticos e amostras de material de referéncia certificado (CRM) foram preparadas da
mesma forma e em triplicatas. A determinacdo simultanea de Ba, Ca, K, Mg, Mn, Na, P
e Sr foi realizada por ICP OES usando as mesmas condigdes do equipamento
empregadas para andlise das amostras digeridas apresentada na se¢do 2.2.1. As analises

de todas as amostras e das solugdes do branco analitico foram realizadas em triplicatas.
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3.2.5. Otimizacao do método de extracao ultrassonica

Um planejamento Box-Behnken foi escolhido para otimizar as variaveis, tempo
de sonicagdo (TS), concentracdo do extrator (CE) e tipo de extrator (TE), consideradas
criticas no procedimento de extracdo acida assistida por ultrassom [13,171]. Uma
amostra de charuto (charuto 01) foi selecionada para ser usada na etapa de otimizacao.
Os experimentos foram realizados em ordem aleatoria com triplicata do ponto central,

para avaliacdo do erro experimental.

Os dados experimentais foram processados usando o software Statistica versdo
6.0 program (StatSoft, Tulsa, USA). As respostas obtidas foram em percentagem de
extracdo acida de oito analitos estudados (Ba, Ca, K, Mg, Mn, Na, P, Sr) obtidos em

comparag¢do com procedimento de digestdo acida da amostra.

Na otimizacao simultdnea do método de extracdo acida assistida por ultrassom
foram avaliada as técnicas de metodologia de superficie de resposta usando como
resposta a fungdo de resposta multipla (RM) e fun¢do de desejabilidade (D). Desta

forma, a RM foi calculada de acordo a trabalho prévio pela expressdo [172]:

RM =3 [%R analito / %R maximo] Equacao (1),

em que, %R analito a porcentagem de extragdo de cada analito e %R maximo ¢ o valor

maximo a porcentagem de extracdo no conjunto dos experimentos.

Com objetivo de converter as respostas individuais em resposta multipla
fazendo uso da fungdo desejabilidade D, primeiro calculou-se a desejabilidade

individual (di) para cada experimento usando a equagdo abaixo [125]:
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- (y=LY
d"[T—LJ

em que, y ¢ a resposta de um determinado experimento, L. e T sdo os valores de minima
¢ maxima porcentagem de extragdo de cada analito no conjunto dos experimentos,
respectivamente. A letra S foi adotado igual a 1 considerando a funcdo de desejabilidade
linear. A partir dos valores da desejabilidade individual foi possivel calcular a

desejabilidade global (D) usando a equagdo seguinte:
D=(did;...dy) '™

em que, m ¢ o namero de variaveis de resposta ¢ d; d; e dm as fungdes de

desejabilidade individuais.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Tamanho da particula

O tamanho da particula pode ser um pardmetro critico no procedimento de
extragdo assistida por ultrassom, pois, quanto menor o tamanho da particula, maior sera
area superficial de contato com solucdo extratora, e consequentemente melhora os
efeitos sonoquimicos. Trabalhos na literatura empregaram tamanhos de particulas
inferiores do que 50 um para extragdo de elementos quimicos [12,173]. Neste trabalho,
as analises por microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram que as amostras
de tabaco tinham particulas de tamanhos (em amarelo na imagem) menores do que 80
pum (Figura 3.1). Nas amostras variam de 15,2 a 56 um para charuto, entre 24,4 a 66 um
para fumo de corda e entre 20 a 78,6 um para fumo desfiado. As imagens mostraram a
presenga de aglomerados de particulas com morfologia em sua maioria esférica, com
tamanhos heterogéneos. Observa-se que na amostra de charuto, ha formagdo de

aglomerados menores quando comparada as amostras de fumo de corda e fumo

desfiado.
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Figure 3.1. Imagens de MEV das amostras de charuto (a), fumo de corda (b) e fumo

desfiado (c).
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3.3.2 Otimizacao aplicando o planejamento Box-Behnken

Na Tabela 3.1, esta apresentado a matriz do planejamento Box-Benhken
aplicado na extracdo assistida por ultrassom. As variaveis selecionadas foram tipo de
extrator (TE: acido nitrico — acido cloridrico), concentragdo do extrator (CE: 1,0 - 4,0
mol L) e tempo de banho ultrassonico (TS: 10 - 40 minutos). O volume do extrator foi
fixado em 5,0 mL para uma massa de aproximadamente 100 mg de amostra. Nesta etapa

da otimizagao foi escolhida a amostra de charuto 01.

Notou-se que o intervalo de percentual de extracdo para cada elemento foi de
Ba (85-103%), Ca (88,2 -103%), K (86,9-101%), Mg (87,3-103,5), Mn (84,2-100,4%),
Na (79,7-105,3%, Sr (86-104,2%) e P (79,6-97,6%). Estes resultados mostraram uma
boa extracdo dos elementos pelo método de extracdo assistida por ultrassom,
aproximadamente entre 80% e 120%. Os demais elementos quimicos (Al, As, Cd, Co,
Cu, Fe, Ni, P, Ti, V e Zn) ndo tiveram valores de recuperacdes adequados para uma
analise quimica quantitativa, ou seja, abaixo de 40% de percentual de extracdo quando

comparada com os valores obtidos pelo método de digestdo acida.

Na Tabela 3.1 também, encontram-se os dominios experimentais de cada
variavel com valores reais e as respostas (RM e D) para cada experimento. A superficie
de resposta obtida através do planejamento Box-Behnken usando como resposta a RM
foi caracterizada como superficie de sela, ndo podendo fornecer os pontos criticos para a
maxima ou minima resposta. E a visualizagdo através do uso do grafico de contorno nao

foi nitida para encontrar uma unica condicao que satisfaca, simultaneamente, todas as
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varidveis estudadas (Figura 3.2). Assim, as condigdes de melhor extragdo simultanea

dos analitos foram encontradas aplicando a fun¢do desejabilidade.
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Tabela 3.1.Matriz do planejamentoBox-Behnken e respostas para a otimizacao da extragdo acida assistida por ultrassom da amostra de tabaco.

Experimentos Concordancia entre digestao acida e a extracao (%) Desejabilidade global (D)
TE (m(?lli") (iisn) Ba Ca K Mg Mn Na Sr P RM
1 HNO; 1,0 25 103,0 103,0 98,9 103,5 100,4 105,3 104,2 97,2 7,98 0,9769
2 HCl 1,0 25 89,0 91,9 931 93,8 86,7 83,0 92,7 81,8 6,93 0,2338
3 HNO;3 4,0 25 88,3 88,2 86,9 87,3 84,2 79,7 90,5 79,6 6,71 0,0000
4 HC1 4,0 25 85,0 89,3 939 88,3 85,5 83,5 86,2 81,3 6,75 0,0000
5 HNO; 2,5 10 90,7 93,6 97,0 92,8 89,0 85,1 94,3 87,9 7,13 0,3721
6 HCI 2,5 10 87,8 88,8 94,6 90,0 86,2 81,6 90,0 81,2 6,83 0,1329
7 HNOs 2,5 40 91,2 92,5 93,6 88,4 86,9 85,1 92,9 83,0 6,98 0,2319
8 HC1 2,5 40 97,8 99,2 101,0 97,1 94,9 94,1 99,9 97,6 7,64 0,7399
9 HNO;:HCI 1,0 10 95,8 97,4 98,8 95,6 93,2 92,0 99,5 934 7,47 0,6284
10 HNO;:HCI 4,0 10 91,9 93,5 9438 91,3 88,4 87,6 93,6 88,4 7,12 0,3636
11 HNO;:HCl 1,0 40 96,5 100,7 101,0 99,1 96,4 93,8 100,4 93,8 7,61 0,7509
12 HNO;:HCI 4,0 40 93,9 93,1 955 89.4 92,1 85,6 96,5 91,5 7,23 0,3916
13 HNO;:HCI 2,5 25 92,9 93,3 96,2 91,3 89,1 86,2 94,1 88,1 7,14 0,3757
14 HNO;:HCI 2,5 25 90,8 91,2 947 91,7 89,5 84,6 93,9 85,6 7,06 0,3117
15 HNO;:HCI 2,5 25 90,8 934 96,5 91,6 88,1 85,9 94,1 85,5 7,08 0,3378
16 HNO;:HCI 2,5 25 93,8 97,7 976 93.4 91,2 94,6 96,8 92,8 7,38 0,5590

*Resposta multipla (MR) do somatorio do percentual do valor de extragdo comparada com os resultados obtidos da digestdo da amostra. Fatores: TE = tipo de extrator, CE =

concentragdo do extrator ¢ TS = tempo de sonica¢do
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Figura 3.2. Superficie de resposta obtida através do planejamento Box-Behnken para o

procedimento de extragdo assistido por ultrassom.

A Figura 3.3 mostra os perfis e os valores para a desejabilidade individuais
para cada analito e desejabilidade geral, obtido através do software Statistica, versdo
6.0. As linhas verticais vermelhas indicam os valores méximos das varidveis para a
melhor resposta de cada elemento quimico individual e os valores maximos das
concentragdes das variaveis para o melhor compromisso de respostas para todos os
elementos juntos. O indice de desejabilidade geral maxima encontrado foi de 0,95, ou
seja, 95% de nivel de confianga para a condi¢do 6tima. Sabendo-se que quanto mais

proximo da unidade for este valor, melhor serd a otimizacdo simultidnea, assim pode-se
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constatar que os valores obtidos para essa condicdo otimizada atendem as

especificacoes requeridas [11].
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Figura 3.3. Perfis para os valores preditos das desejabilidades individuais e global na
otimiza¢do dos dados gerados usando-se planejamento Box-Behnken na otimiza¢do do
método para extragdo de metais usando-se energia de ultrassom. Fatores: TE= Tipo de

extrator; CE= Concentracdo do extrator e TS= Tempo de sonicagdo.

Portanto, as condi¢cdes Otimas obtidas através da fung@o desejabilidade serdo

utilizadas no procedimento de extracdo das amostras de produtos de tabaco, como
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HNO; como 4cido de extrator; 1,0 mol L da concentracdo do extrator ¢ 10 minutos de

tempo de sonicagdo (TS).

3.3.3. Validacao do método analitico

3.3.3.1 Limite de detecc¢iio e limite de quantificacio

Os valores de LD e LQ foram calculados através da concentracdo equivalente
ao background (BEC), usando as seguintes equacdes: LD = (3 x BEC X RSDyanco)/100
e LQ = (10 X BEC X RSDpyanco /100). Na Tabela 3.2 encontram-se os valores de LD ¢
LQ do método analitico proposto e do método de digestio total ajustado para massa de
amostra e fator de diluicdo empregado para cada experimento. Pode-se observar que
ambos os métodos t€m sensibilidade suficiente para determinacdo de Ba, Ca, K, Mg,

Mn, Na, P e Sr em amostras de produto de tabaco por ICP OES.

Comparando os valores encontrados para os dois métodos, observou-se que os
elementos determinados obtiveram LDs inferiores para o método de extracdo assistida
por ultrassom do que para os obtidos pelo método de digestdo total. Isto pode ser
atribuido ao uso de solucdes acidas mais diluidas pelo procedimento de extra¢do acida
assistida por ultrassom, em relagdo ao procedimento de digestdo total, melhorando a

razao sinal ruido.
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Tabela 3.2.Valores de LD e LQ obtidos para determinacdo multielementar em produtos
de tabaco por ICP OES, usando os métodos de extragdo acida assistida por ultrassom e

digestao total.

Elementos Digestao total Extracao assistida por ultrassom
LD LQ LD LQ
(ngg") (ngg") (gg") (ngg")

Ba 0,03 0,09 0,0007 0,002

Ca 3,8 13 4,6 15

K 25 84 115 385

Mg 12 39 2,3 7,7

Mn 0,04 0,13 0,08 0,27

Na 35 116 14 46

P 11 36 7,2 24

Sr 0,8 2,7 0,03 0,1

*Valores foram estabelecidos em termos de pg g de massa seca.

3.3.3.2 Precisio, exatidio e aplicacio analitica

A precisdo foi expressa como desvio padrdo relativa (%RSD) para anélise de
sete réplicas da amostra de charuto 01. Os valores encontrados foram inferiores a 5,0%,
sendo considerados aceitaveis, devido a homogeneidade das amostras como mostrado

na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Valores de percentage mde RSD obtidos para de sete replicas da amostra de
charuto 01 para determinagdo multielementar em produtos de tabaco por ICP OES

usando o método de extragdo acida assistida por ultrassom.

Elementos Concentracio / pg g_l RSD / (%)
Ba 153 +7,0 4,6
Ca 38982 + 1593 4,1
K 44316 £ 2127 4,8
Mg 18256 + 816 4,5
Mn 170 + 8,0 4,7
Na 1060 + 34 3,2
P 5272 + 260 4,9
Sr 330+ 12 3,6

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=7)

Com o objetivo de avaliar a exatiddo do método analitico proposto, o
procedimento de extragdo assistido por ultrassom foi entdo comparado com o método de
digestdo através da analise de regressdo linear. Os graficos de regressdo linear foram
construidos confrontando os resultados do logaritmo dos valores dos elementos
quimicos obtidos pelo método de extrag@o assistido por ultrassom versus o logaritmo

dos valores de concentragdo dos elementos quimicos obtidos pelo método de digestao.

Na Tabela 3.4 encontram-se os resultados da analise de regressdo linear, com
as respectivas equagdes da reta, expressas com nivel de 95% de confianga. Observou-se

que as equagoes das retas obtidas pelas analises de regressodes lineares para os trés tipos
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de amostras de produtos de tabaco (06 amostras) estdo dentro do intervalo de confianga
para nivel de 95% da idealidade, no qual os valores do intercepto também contemplam
o valor ideal zero (b=0), a inclinagdo da reta contemplou o valor ideal unitario (a=1) e o
coeficiente de correlagdo (r) apresentou boa correlacdo com valor maior do que 0,99
entre 0 método de digestdo total e o método de extracdo assistido por ultrassom. Isto
mostra que nao houve diferenca significativa entre valores dos dois métodos, indicando,

portanto, uma boa exatiddo do método proposto [174].

A exatiddo do método foi confirmada através da andlise de trés amostras de
material de referéncia certificado (CRM): folhas de tabaco oriental (Oriental Tobacco
Leaves, CTA-OTL-1), folhas de macieira (Apple Leaves, NIST 1515) e folhas de

tomateiro (Tomato Leaves, Agro C1003a).

Os resultados obtidos para CRMs preparados pelo método analitico proposto
apresentam uma boa concordancia entre os valores encontrados com os valores
certificados. A porcentagem de concordancia para todos os materiais variou entre 86 + 8
% (Na) e 115 £ 5 % (Ca), mostrando boa exatidio do método analitico proposto,

inclusive para o CRM de folha de tabaco (Tabela 3.5).
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Tabela 3.4. Avaliacdo da andlise de regressdo linear para extra¢do acida assistida por

ultrassom e digestao total

Amostras Analise de regressao linear Coeficiente de correlacio (r)
Charuto 1 y =0,983( £ 0,040)*x + 0,059( £+ 0,137) 0,9992
Charuto 2 y =1,023( =+ 0,040)*x + 0,088( = 0,139) 0,9992
Corda 1 y=1,018( =+ 0,026)*x + 0,034( = 0,085) 0,9997
Corda 2 y =1,036( £ 0,054)*x + 0,097( = 0,178) 0,9987
Desfiado 1 y =1,023( £ 0,040)*x + 0,106( = 0,134) 0,9992
Desfiado 2 y =0,989(% 0,052)*x + 0,010( + 0,170) 0,9986
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Tabela 3.5. Valores certificados, encontrados e porcentagem de concordancia para analise dos CRMs de folhas de tabaco oriental (CTA-OTL-
1), folha de tomateiro Agro C1003a e folha de macieira (NIST 1515) empregando extracdo acida assistida por ultrassom e detec¢do por ICP

OES*

CRM CTA-OTL-1 CRM Agro C 1003a CRM 1515
Elemento Valor Valor Concordancia Valor Valor Concordancia Valor Valor Concordancia
certificado encontrado (%) certificado  encontrado (%) certificado encontrado (%)

Ba/pgg! 84,2+11,5 87,8+3,3 104+ 4 n.d. n.d. n.d. 49+2 45+3 92+6
Ca/% 3,17+0,12 3,64+0,16 115+5 2,74+0,44 2,94 £0,31 107 £ 11 1,526+0,015 1,451+0,120 95«8
K/ % 1,56+0,05 1,51£0,10 97+6 4,33+0,38 3,76+0,15 87+3 1,61+0,02 1,45+0,06 90 +4
Mg/pgg'  4470+210 40514466 91£10 41104360 4308+155 105+4 0,271+0,008 0,237+0,020  87+7
Mn/pgg' 412+14 454+16 110+ 4 470+£69 487+36 104 +8 5443 <0,27 n.d.
Na/pgg! 345 29727 86+8 2710+840 2702+77 100 +3 24.4+1,2 <46 n.d
P/ugg! 2892+134 25724281 89+ 10 4370+£740 4509+447 103+ 10 1590+110 n.d. n.d.
Sr/pugg’! 201£20 224+9 111+4 154+49 144+7 94+4 2542 <0,11 n.d.

n.d. = nfo determinado n.i.=ndo informado.” Resultados expressos (media + intervalo de confianga para nivel de 95%, n = 3).
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3.3.4. Aplicaciao do método

O método proposto foi aplicado para a determinagdo multiclementar de Ba, Ca,
K, Mg, Mn, Na, P, Sr em charuto, fumo de corda e desfiado, comercializados na cidade
de Salvador. Como pode ser visto na Tabela 3.6, os valores de concentracdes dos
macroelementos encontrados nas amostras pelo método proposto variaram entre: 20559
+722 231449 + 3139 pg g (Ca), 26562 + 1685 a 54861 + 5211 pg g (K), 5095 + 270
a 12609 + 730 pug g (Mg), 255 + 69 a 2666 + 92 pg g (Na), 1510 + 48 a 3801 + 215
ug g (P). Ja os microelementos, apresentaram as seguintes concentragdes: 72 =9 a 150

+8pg g (Ba),126+ 12957 +30pg g (Mn) e 94+ 12233 +13 pg g (Sr).
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Tabela 3.6. Concentracdo (em pg g ') dos elementos presentes em produtos de tabaco usando os procedimentos de extraco acida assistida por

ultrasssom e digestao total por ICP OES

Charuto 01 Charuto 02 Corda 01 Corda 02 Desfiado 01 Desfiado 02
Elemento Digestao Extracido Digestio Extracido Digestao Extracdo Digestio Extracio Digestao Extragio Digestao Extragio
Ba 82+7 83 +7 152+1 143£5 115+£2 115+3 127+ 1 119£5 167+9 150 +8 86+1 72+9
Ca 31609+907 28656+1529 33939+34 31449+3139 19359+333 20559+722 20231+154 20679+127 23975+764 22165664 28556+217  25264+1474
K 4655443168  45916+6634 4609542314  54861+5211 24340+429 27908+220 211534416 29313+124 25517+ 188 26562+1685 31251£219  28106+1361
Mg 11305+77 12609+730 10084 £167  9630+319 88544154 8938+196 8948+ 58 8560+142 59554247 5095270 7824471 7093+634
Mn 210+ 2 215+2 357+3 360+ 3 13745 14045 124+1 1261 952429 957+30 372+6 375+6
Na 690+44 660+ 65 943 £ 12 814436 2444425 2666+92 2293423 2385+21 330+ 39 276+25 209+ 3 255+69
P 4342434 3801+215 2475 + 50 2634+83 1580+35 1847+219 1287+12 1510+48 1896+ 72 2001+86 1704 +22 1753£122
Sr 191+3 233+13 183+1 161+4 1611 15443 164+ 1 144+ 5 114+ 6 9441 163+2 139+12

*Resultados expressos como média + desvio padrio (n=3).
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3.4. Consideracoes finais

Aplicacdo da extragdo assistida por ultrassom oferece uma alternativa simples,
rapida e eficiente de preparo de amostra para determinagdo de Ba, K, Mg, Mn, Na, P e
Sr em amostras de charuto, fumo de corda e desfiado (produtos de tabaco) por ICP

OES.

O planejamento Box-Behnken em conjunto com a fun¢do desejabilidade foram
eficientes para determinagdo das melhores condigdes usadas no procedimento de

extragdo acida assistida por ultrassom.

O 4acido nitrico mostrou ser um bom extrator, permitindo a extragdo simultanea
de Ba, K, Mg, Mn, Na, P e Sr nas amostras de tabaco. O tamanho de particula foi
adequado para introducdo no nebulizador pneumatico do tipo One Neb. O uso da
extracdo assistida por ultrassom permitiu um preparo de amostra mais rapido e simples,

pois os sobrenadantes foram introduzidos diretamente no equipamento.

O método analitico proposto apresentou uma boa exatiddo, precisdo e
sensibilidade suficiente para determinacdo de Ba, K, Mg, Mn, Na, P e Sr em amostras
de produtos de tabaco podendo ser uma alternativa, em relagdo aos métodos de digestio
por via umida, que sdo mais demorados e geralmente consomem mais reagentes, para

ser aplicado em andlise de rotina nos laboratdrios de controle de qualidade de tabaco.

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA 134



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

CAPITULO 4. Estimativa da bioacessibilidade de elementos essenciais e

potencialmente téxicos em produto de tabaco sem fumaca usando o método SBET

4.1. Introducao

O consumo de produtos de tabaco ndo geradores de fumaca (do inglés
smokeless), como substitutos aos de tradicionais de tabaco queimado, logo, vem
ganhando maior interesse da populacdo [4]. Varios tipos desses produtos estdo
disponiveis ¢ podem ser usados por via oral ou nasal. Os produtos de tabaco sem
fumaca sdo amplamente classificados como tabacos de mascar (folhas soltas e pedagos),
tabacos para rapé secos ¢ umidos, snus (um produto de tabaco em p6 umido) e outros
produtos [6]. Eles variam amplamente em todo o mundo em relagdo a sua forma,

constituintes e riscos a saude [175,176].

No Brasil, o fumo de corda é também uma das formas de consumo do tabaco
ndo gerador de fumaga, quando mascado em pequenos pedacos. Devido o aumento do
consumo de tabaco, ndo geradores de fumacga, ¢ de fundamental importancia a
determinagdo de constituintes inorganicos em seus produtos, Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer (IARC) declarou estes produtos como cancerigeno, pois contém

cerca de 30 agentes causadores de cancer [177].

Entretanto, a exposicdo a metais toxicos através de produtos de tabaco ndo
geradores de fumaga e riscos a saude associados foi estudada em um grau limitado em

comparagdo com a toxicologia por inalagdo de metais no material particulado produzido
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durante a queima do tabaco [4]. A exposicao sistémica ocorre por absorcao oral direta
ou por saliva ingerida ou particulas de tabaco no trato digestivo superior [4]. A por¢do
de elementos potencialmente toxicos lixiviados na saliva sera absorvida na cavidade
oral, alguns serdo expectorados com a saliva, mas outros passardo para o trato digestivo
superior (eso6fago e estdbmago) e depois para o trato intestinal onde pode ser absorvido e,
através da corrente sanguinea, depositado em outros 6rgdos. Consequentemente, um
risco potencial associado ao uso de produtos de tabaco sem fumaga sera devido a

ingestdo do suco salivar contendo elementos potencialmente toxicos [179].

Alguns estudos para estimativa da eficiéncia biodisponivel ou de extragdo para
metais toxicos e cancerigenos do tabaco sem fumaca, geralmente sdo feitos usando
saliva artificial ou humana [4,178,179,180]. Entretanto, ainda nao existe uma

formulagdo padronizada de saliva para extrag¢do de tabaco [4].

Neste sentido, este estudo propde-se uma estimativa da percentagem da
bioacessibilidade de Al, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Na, P, Ti, V e Zn em fumo de corda usando
um modelo de digestdo in vitro SBET. Os resultados relativos de bioacessiveis dos
elementos quimicos presentes nas amostras fornecera um ponto de partida para estudos
mais complexos e aprofundados do ponto de vista toxicoldgico, a fim de estabelecer
recomendagdes para alertar a populacdo sobre o consumo deste produto do tabaco.
Desta forma, pode ser feita uma estimativa mais precisa dos efeitos que o consumo do

produto de tabaco causa a satide humana.
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4.2. Experimental

4.2.1 Instrumentacio

Na determinagdo dos elementos quimicos foi utilizado um espectrometro de
emissdo Optica com plasma acoplada indutivamente (ICP OES), usando um
espectrometro com vista axial (modelo 720, View Pro, Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA) equipado com detector de estado solido (CCD), sendo resfriado a —35 °C

por um sistema Pelletier para analise composicional.

O policromador de Echelle foi mantido a 34 °C e purgado com argdnio com
pureza de 99,9999% (White Martins, Sao Paulo, Brasil), permitindo medidas na faixa
espectral entre 167 ¢ 785 nm. A zona de observagdo no sistema visualizado axialmente
foi definida automaticamente pelo programa fornecido com o software de controle de

vistas axiais usando a linha de emissdo Mn Il 257.610 nm, apos calibracdo diaria.

A camara de nebuliza¢do do tipo ciclonica e o nebulizador Seaspray foram
empregados para a introdu¢do da amostra. Com um gerador de radiofrequéncia de 40
MHz. As condi¢des de operagdes do sistema do espectrometro foram as seguintes:
poténcia de radiofrequéncia (PRF) de 1350 W, vazdo do gas no plasma de 15 L min™,
vazdo do gas auxiliar de 1,5 L min™' e vazdo do gas de nebulizagdo (VGN) de 0,9 L

min’".

As concentragdes dos elementos quimicos foram determinadas usando os
cumprimentos de ondas: Al (I) 396,152 nm, Ca(Il) 317,933 nm, Cd (I1)214,439, Cu

(1)324,754, Fe (11)259,940, K (1) 324,754 nm, Na (I) 330,237 nm, P (I) 213,618 nm,
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Ti (II) 336,122 nm ,V(II ) 292,401 nm, Zn (I) 213,857 nm , sendo (I) linhas atomicas e

(IT) linhas i6nicas.

Para digestdo das amostras, um bloco digestor em sistema fechado (modelo

TE-007MP, TECNAL, Sao Paulo, Brasil), com controlador de temperatura digital.

Na determinagdo da bioacessibilidade dos macro e microelementos extraidos
da amostra fumo de corda, empregando o teste da simples extragdo de bioacessibilidade
in vitro (SBET), utilizou-se uma incubadora (modelo TE-4200, TECNAL, Sao Paulo,
Brasil), um medidor de pH modelo 510 (Vernon Hills, EUA) e uma centrifuga modelo

MA-1810 (MARCONI, Séo Paulo, Brasil).

4.2.2. Materiais e reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados no procedimento de digestdo acida em
bloco digestor em sistema fechado: acido nitrico 65% m m™ e peroxido de hidrogénio
30% m m" (Merck, Darmstadt, Alemanha) na digestio do produto de tabaco para
avaliagdo do residuo apos extragdo para validacdo do balanco de massa. Foi utilizada

para a estimativa da bioacessibilidade a glicina e HCl 37% m m ™' (Merck, Alemanha).

As curvas de calibragdo externa foram preparadas a partir de diluigdes de
acordo com as faixas de trabalho requeridas de solucdes padrao (Specsol, Sao Paulo,
Brasil) contendo 1000 mg L' de Al, Cd, Cu, Fe, Ti, V e Zn, solugdes padrao de 10000
mg L™ de solugdes de Ca, K, Na e da solucio padrio de 4000 mg L™ de P. As solucdes
foram preparadas em 4gua deionizada, com uma resistividade de 18,2 MQ cm™ obtida

de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).
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4.2.3 Amostras de fumo de corda

Quatro amostras de fumo de corda provenientes de diferentes lugares foram
adquiridas em feiras da cidade de Salvador, Nordeste, Bahia, Brasil. O material de
referéncia certificado (CRM) folhas de macieira (CRM NIST 1515) foi adquirido do
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (Gaithersburg, MD, EUA) e folhas de
tomateiro (CRM-Agro C1003a), por meio do exercicio colaborativo CRM-AGRO
FT 012016 realizado pelo Laboratério de Radioisétopos do Centro de Energia Nuclear

na Agricultura Universidade de Sao Paulo (LRi/CENA/USP).

4.2.4. Estimativa de biocessibilidade in vitro usando método de extracio SBET

Neste trabalho, a estimativa da bioacessibilidade de elementos quimicos
presentes no fumo de corda foi realizada usando um procedimento de extragdo in vitro

SBET, adaptado de um trabalho previamente descrito por Oomen e colaboradores [154].

Aproximadamente 0,2 g da amostra de fumo de corda foi medida em um tubo
de polipropileno de 50 mL. Adicionou-se 10,00 mL de uma solu¢io de 0,4 mol L' de
glicina/HCl com pH de 1,5. As amostras foram incubadas a 37 °C sob agitagdo orbital a
100 rpm por l1h. Em seguida foram centrifugadas por 5 min a 4000 rpm e a solucdo
sobrenadante foi coletada com uma micropipeta. A andlise quimica para determinagdo
dos constituintes inorgénicos foi realizada empregando ICP OES. As analises foram

realizadas em triplicatas.
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Apos esta fase de extracdo, os residuos que ficaram no tubo de centrifuga,
foram transferidos quantitativamente para tubos de PTFE, e conduzidos para o bloco
digestor, onde foram levados a secura, a uma temperatura de 80 °C. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a digestdo conforme o procedimento ja otimizado (Capitulo
2) e em seguida, analisadas por ICP OES. Tanto o digerido (residuo) como o extraido
(sobrenadante) foram submetidos as mesmas condi¢des operacionais do espectrometro
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado também conforme o Capitulo 2.
As solucdes dos brancos analiticos € os materiais de referéncia certificados (CRM)

foram preparados da mesma forma, e em triplicatas.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Validag¢io do método proposto

4.3.1.1. Avaliacao do Efeito de Matriz

Visando avaliar um possivel efeito de matriz ocasionado pela glicina, um dos
reagentes empregados no procedimento de SBET, foi feita uma curva de calibragdo por
adicdo de analito na presenga de glicina e comparada com uma curva de calibracdo
externa em meio de HNOs. Observando-se os resultados na Tabela 4.1, verificou-se que
as razoes entre os coeficientes angulares das curvas de calibragdo com e sem glicina
variaram de 99 a 104%, para os analitos estudados. Isto mostra que ndo houve diferenca
para nivel de confianga de 95% entre os coeficientes angulares das duas curvas de
calibragdo. Logo, pode-se inferir que significa que a matriz ndo interferiu na
determinagdo dos elementos quimicos. Desta forma, a curva de calibragdo aquosa foi

utilizada para as determinagdes multiementar por ICP OES.
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Tabela 4.1. Equagoes da curva de calibragdo aquosa ¢ da adigdo de analito na presenga

de glicina.

Elementos Equac¢do da curva r *Equacdo da curva r Razao
de calibracio de calibracio por (%)
externa adicao de analito

Al y=65413x+ 21113  0,9997 y=65834x+ 18224 0,9997 101

Ca y=41230x + 343194 0,9993 y=40679x+ 532973 0,9986 99

Cd y=61087x + 288 0,9996 y=63454x +443 0,9990 104

Cu y = 60493x + 3843 0,9990 y=62820x + 3296 0,9991 104

Fe y =26550x + 9129 0,9991 y=27062x +7832 0,9990 102

K y =39x + 343 0,9990 y=40x+493 0,9990 102

Na y=503x + 3146 0,9992 y=518x+1792 0,9996 103

P y =2804x +1819 0,9998 y=2870x + 3849 0,9992 102

Ti y=190082x + 21108 0,9993 y=189339x+45791 0,9984 100

\% y=81119x+97 0,9991 y=280713x +261 0,9992 99

Zn y=107040x + 2305 0,9994 y=112423x+9014 0,9994 105

*Curva de calibracao por adi¢do de analito na presenca de glicina // r= coeficiente de correlagdo
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4.3.1.2. Limite de deteccio e limite de quantificacio

Na Tabela 4.2 estdo expressos os valores do limite de detecgdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) para o método de extragdo in vitro SBET e o método de digestao
total. As solucdes de glicina em pH de 1,5 foi utilizada como solucdo do branco

analitico para obten¢@o do LD e LQ do método de extracao in vitro SBET.

Comparando-se os resultados dos dois métodos pode-se observar que os LD ¢
LQ foram mais baixos para o método de extragdo. Isto indica uma boa sensibilidade do
método de extragdo in vitro SBET, para determinagdo da bioacessibilidade dos

constituintes inorganicos presentes nas amostras de tabaco.
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Tabela 4.2. Valores de LD e LQ para determinacdo multiclementar em produtos de

tabaco por ICP OES aplicando a digestdo total e o métodos de extragdo in vitro SBET

Elementos Digestiao Total Metodo de extragio in vitro SBET
LD LQ LD LQ
(gg") (gg") (gg") (g g

Al 1,9 6,2 0,3 0,9

Ca 3,8 13 1,7 5,7

Cd 0,06 0,2 0,05 0,18

Cu 0,08 0,3 0,1 0,4

Fe 1,8 6,0 0,09 0,29

K 25 84 1,0 34

Na 35 116 30 99

P 11 36 0,5 1,8

Ti 0,03 0,09 0,02 0,07

A% 0,06 0,21 0,04 0,2

Zn 0,4 1,3 0,03 0,10

4.3.1.3. Exatidao

A exatiddo do método de extracdo in vitro SBET foi avaliada através do
balango de massa realizada nas amostras de fumo de corda ¢ em dois materiais de

referéncia certificado (CRM): folhas de macieira (NIST 1515) e folhas de tomateiro
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(Agro C1003a). A verificacdo do balango de massa foi realizada segundo a equacdo

abaixo:

BM (%) = _Teor bioacessivel+ Residuo y 100
Teor total

em que, teor bioacessivel é a concentragdo do analito extraido no teste in vitro, teor total
¢ a concentragdo do analito obtido pela digestdo total. Os resultados do balango de
massa para as amostras de fumo de corda encontram-se na Tabela 4.3. Observa-se que

as porcentagens variaram de 77 a 146%, indicando uma boa precisdo do procedimento.

A exatiddo do método de extracdo in vitro SBET foi também confirmada
através da analise de dois CRM: folhas de macieira (NIST 1515) e folhas de tomateiro
(Agro C1003a). Os resultados obtidos de balango de massa para CRMs preparados pelo
método in vitro SBET apresentaram valores porcentual que variam de 70 a 156%

(Tabela 4.4).

Estes valores de concordancia mostram que erros foram insignificantes para os
elementos quimicos investigados usando o método de extragdo SBET, verificando assim
que a exatiddo do procedimento foi adequada para os valores entre 80 e 120%

[181,182].

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA 145



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

Tabela 4.3. Determinagdo de elementos em amostras de fumo de corda apos a estimativa do método

in vitro SBET. FB= Fragdo bioacessivel, BM= Balango de mass. Intervalo de confianga para nivel de 95% (n=3).

Amostra Elemento Teor Residual Conteudo FB BM
Bioacessivel (nggh Total (%) (%)
(ngg) (g g
FCA Al 61+15 1584 + 400 1470 £ 870 4,2% 112 £27
Ca 6106 £ 252 20506 = 80 25263 + 397 24,2% 105+0,3
Cd 0,40 £ 0,02 0,58 +0,27 0,69 + 0,03 58,1% 142 + 40
Cu 15+1 63 +21 59+ 1 25,8% 132 £ 35
Fe 147 £+ 38 963 £ 311 855+ 14 17,4% 131+ 36
K 20919 + 1826 22012 £ 1221 29354 + 941 71,3% 146 £ 4
Na 610+ 20 457 + 268 828 £ 90 73,7% 129 £ 32
P 973 +£ 28 140+ 2 1269 + 160 76,7% 88+ 0,2
A\ 0,5+0,03 1,0£0,1 1,L1+0,1 44,0% 136 £9
Ti < 0,07 < 0,07 2+0,1 *N.D *N.D
Zn 46+ 4 64 +21 128+2,3 35,6% 86+ 16
FCB Al 97+ 12 1732 + 264 2378 £360 4,06% 77+ 11
Ca 4612 +£45 14007 + 1537 18940 + 289 24,4% 99+ 8
Cd <0,16 <0,16 0,3+ 0,03 *N.D *N.D
Cu <04 <04 3+0,1 *N.D *N.D
Fe 213+4 671+179 918+ 32 23,3% 96+ 19
K 9331+ 1311 8381 + 5814 13918 £ 113 67,4% 127 £ 41
Na <99 <99 1732 +£297 *N.D *N.D
P <1,8 <1,8 742 £ 24 *N.D *N.D
A\ 0,4+ 0, 004 1,7+0,2 23+0,1 17,8% 91+8
Ti <0,07 <0,07 1,28+ 0,1 *N.D *N.D
Zn 16 +0,1 24,1+6,0 51,6 0,9 31,7% 78 £11
FCC Al 174 £ 14 2204 + 45 2832 + 126 6,2% 84+ 1,58
Ca <57 <57 13829 + 446 *N.D *N.D
Cd 0,21 £ 0,05 0,06+ 0,03 0,35+0,1 59,1% 77+ 17
Cu <04 <04 3,9+0,11 *N.D *N.D
Fe 290 £ 12 921 +57 1073 £28,5 27,0% 113+£5
K 120037 +£ 1320 8967 + 3143 16664 + 221 72,2% 126 £ 19
Na <99 <99 2090 + 32 *N.D *N.D
P <18 <18 726 + 68 *N.D *N.D
A\ 0,63 0,02 2+0,1 2,0+0,1 31,7% 131+ 0,05
Ti <0,07 <0,07 2,41+0,20 *N.D *N.D
Zn 22+13 21+2 489=+1,5 44,8% 88+ 4
FCD Al 98 +£2.7 1175+ 171 1263 £ 114 7,8% 101 £ 13
Ca <5,7 <5,7 13829 + 446 *N.D *N.D
Cd <0,16 <0,16 <0,16 *N.D *N.D
Cu <04 <0,4 1,7+£0,3 *N.D *N.D
Fe 136 +£2 310+ 15 391 +40 34,8% 114+ 3,8
K 11288 + 2687 4364 +£3115 16132 +47 70,0% 97+ 19
Na <99 <99 196 + 8,0 *N.D *N.D
P 1046 + 42 114+5 1218 +£37 85,9% 95+0,4
\4 <0,2 <0,2 0,31+0,03 *N.D *N.D
Ti 3,5+0,7 64+1,1 10+£4,2 35,3% 99+ 11
Zn <0,10 <0,10 65+43 *N.D *N.D
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Tabela 4.4. Concentracdo (em pg g'l) dos elementos apos aplicagdo do método de extracdo in vitro SBET para analise do material de referéncia

certificado por ICP OES
CRM Agro C1003a CRM NIST 1515

Elemento Valor Conc. Conc. do Percentual Balanco Valor Conc. Conc. do Percentual Balanco
certificado bioacessivel  residuo / bioacessivel  de massa certificado bioacessive residuo / bioacessivel de massa
(gg") (gg") (gg") (%) (%) (rgg") 1 (gg") (%) (%)

(gg)

Al 1990+520 80+6 1402+40 3,3% 75+2 28619 9+0,2 295+74 4,0% 10625

Ca 27400+440 21903+2901  19035+333 80,6% 149+1 1526+150 <LQ <LQ *nd "n.d

Cd 26,6+2,1 22,0+1,0 18,045,0 84,7% 150+18 0,013+0,002 <LQ <LQ "n.d *n.d

Cu 1130+140 857+38 907+12 75,9% 156+1 5,64+0,24 2,1£0,16 2,2+0,06 37,2% 76+1

Fe 1120+190 136+9 1087+33 12,1% 109+3 83+5 24+1 58+6 28,4% 98+7

K 433001 272784917 2124147120  63,0% 112+16 16100+200 6371+£2921  6144+1600 39,6% 78+9

Na 27104840 2691+161 1210+155 99,3% 153+6 24,4+1,2 <LQ <LQ *n.d *n.d
4370+740 3562+137 559+8 81,5% 94+0,2 1590+110 929+27 183+5 58,4% 70,0+ 0,3

% ‘n.i 0,40+0,03 2,30+0,41 "nd nd 0,26+0,03  0,05+0,02  0,210,05 17,6% 99+19

Ti ‘ni 4,2+1,0 89+ 18 nd "n.d. ‘n.i 3,0 £0,1 3,0£1,7 "n.d "nd

Zn 37,5+5,0 17+ 0,1 17+0,8 44,6% 91+ 2,1 12,5+0,3 6,9+0,2 7,713 55,7% 117£10

Resultados expressos como média + IC, (#=3), " n.d = nio determinado, n.i = nio informado
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4.3.2 Aplicacao

O método de extragdo SBET foi aplicado em quatro amostras de fumo de corda
para a determinagdo da bioacessibilidade de Al, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Na, P, Ti, V ¢ Zn,
por ICP OES. O teor bioacessivel em porcentagem foi calculado segundo a equacdo
abaixo.

Fracdo bioacessivel (%) = Teor bioacessivel = x 100
Teor total

em que, teor bioacessivel € a concentracdo do analito extraido no teste in vitro; Teor

total € a concentrag@o do analito obtido pela digestao total

Na Tabela 4.3 encontram-se os valores de percentagem da bioacessibilidade
dos macro e microelementos obtidos para amostras de fumo de corda. A
bioacessibilidade dos macroelementos variou (em %): 22,2 - 24,4 (Ca); 67,4 - 72,2 (K);
76,7 -85,9 (P), <LQ - 73,7 (Na), ¢ 76,7 - 85,9 (P). Considerando todas as amostras, o
valor mais elevado de bioacessibilidade foi para o P (85,9), seguido do Na (73,7). Estes
elementos quimicos desempenham diversas fungdes no organismo, mas em excesso sao
prejudiciais a saude humana. Sendo que, a elevada concentragdo de sddio pode causar
edema e hipertensdo e o calcio pode conduzir a formagdo de calculos renais em seres

humanos.

Em relagdo aos microelementos, o Al, um elemento quimico ndo essencial e
potencialmente toxico para o ser humano, apresentou baixos valores de
bioacessibilidade, variando entre 4,06 ¢ 7,8% da sua concentracdo total. Cobre ¢

elemento essencial para a sobrevivéncia humana, sendo que, o seu percentual de
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biocessibilidade variou de <LQ e 25,8%. Outro elemento essencial, o Fe foi
bioacessivel em todas as amostras de fumo de corda, com os valores percentuais

variaram de 17,4 - 34,8% da concentragdo total.

No entanto, apesar do Cu e Fe serem considerados essenciais, um aumento de
suas concentragdes implica em efeitos adversos para o organismo humano. As fragdes
bioacessiveis encontradas de V ¢ Zn nas amostras foram similares. Os valores variaram
de <LQ e 44,8 % para ambos os elementos. Ja para o Ti os valores de concentragdes

variaram entre <LQ e 35,3 %.

Dos elementos quimicos declarados cancerigenos humanos pela Agéncia
International de Pesquisa do Cancer, o Cd apresentou bioacessibilidade nas amostras.
Os valores encontrados para concentracdo de Cd variaram de <LQ e 59,1% para fumo
de corda. O valor de 59,1% ¢ considerado elevado, levando em considera¢do ao risco

que este elemento quimico traz a saude humana.

Em resumo, a fragdo bioacessivel (em %) nos elementos determinados variou
de 4,06 (Al) a 85,9 (P). A ordem decrescente da média dos valores de porcentagem de
bioacessibilidade dos constituintes inorganicos foram

P>Na>K>Cd>Zn>V>Ti>Fe>Cu>Ca>Al.

A baixa percentagem de bioacessibilidade encontrada para alguns analitos no
fumo de corda pode ser justificada pela presenca de compostos naturalmente
encontrados na planta do tabaco, como proteinas. Um elevado conteudo de proteina no
tabaco foi reportado na literatura, cerca de 10% a 20% [183]. Desta forma, alguns

elementos podem se ligar a estas proteinas tornando-se inativos, mesmo que a digestdo

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA 149



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

de proteinas comece no estdmago. Entretanto, podera estar biodisponivel no intestino

[184].
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4.4. Consideracoes finais

O método de extracdo in vitro SBET foi validado para amostras de fumo em
corda (tabaco sem fumaga), e foi aplicado para estimar o valor de exposicdo de
elementos quimicos na forma mascada. Os resultados do balango de massa nas amostras

analisadas indicaram uma boa precisdo e exatidao do método de extragdo in vitro SBET.

A fracdo bioacessivel (em %) nos elementos determinados variou entre 4,06
(Al) e 85,9 (P). Potassio, Na, P e Cd apresentaram fragoes bioacessiveis superior a 50%,
isto € um indicativo que a fracdo desses elementos quimico que ¢ ingerida por absor¢do

esta disponivel para captagdo através do lumen intestinal.

Os macroelementos foram mais bioacessiveis do que os microelementos nas
amostras de fumo de corda. Sendo que, o fosforo apresentou um fragdo bioacessivel de
cerca de 85,9 %, o valor mais elevado entre os demais elementos quimicos. O potassio
foi bioacessivel em todas as amostras analisadas. Dos microelementos, o Cd apresentou
um maior valor da fracdo bioacessivel, cerca de 59,1%. Este resultado tem sido
preocupante, pois embora o Cd esteja em quantidade trago nas amostras, ele pode

acumula-se no organismo por anos.

Os resultados mostraram também que o consumo do fumo de corda pode ser
considerado potencialmente perigoso para a saude humana, pois alguns elementos
quimicos presentes no consumo de tabaco poderdo ser transferidos para o estomago.

Apesar da fracdo bioacessivel nem sempre estar biodisponivel, ou seja, ndo
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necessariamente sera absorvido pelo organismo, estes resultados servem de alerta para o

risco de danos a saude que consumidores habituais de tabaco estdo se expondo.
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CAPITULO 5. Avaliacio da composicio mineral dos produtos de tabaco

comercializados na cidade de Salvador

5.1. Introducao

Na industria do tabaco tem sido importante a determinacdo de constituintes
inorganicos em seus produtos para o monitoramento da qualidade. O Brasil além de ser
um dos maiores exportadores de folha de tabaco do mundo, também exporta charuto.
Assim, um controle da qualidade dos produtos oriundos do tabaco ¢ fundamental para

aumentar o pre¢o de mercado na exportacdo desses produtos.

A qualidade do tabaco curado e sua defini¢do foram publicadas na Portaria do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A comercializagdo do
tabaco em folha curado esta sob a vigéncia da instru¢cdo normativa do MAPA n° 10, de
13 de abril de 2007, considerando, por exemplo, a posi¢cao da folha na planta, cor e
qualidade da folha curada, textura, contaminantes, substancias nocivas a satde, dentre

outras regulamentagdes [185].

O padrao de qualidade do tabaco ¢ entendido como o balango adequado da
nicotina, proteina e do aglicar para obtencdo de um sabor agradavel, isto €, obtido na
colheita gradativa da planta, conforme maturagdo, exibindo tonalidade laranja intenso

apos o processo de cura [186, 187].
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A composi¢do quimica do produto de tabaco também pode variar conforme o
tipo de folhas, o modo como sdo cultivadas, a regido de origem, as caracteristicas de
preparacdo (compactagdo, filtro e papel) e as variagdes de temperatura resultantes da

combustdo incompleta do tabaco [188].
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5.2 . Resultados e discussao

Os macroelementos como, nitrogénio, potassio, enxofre, fosforo, magnésio e
calcio estdo relacionados com o teor de agucar, nicotina, sabor, aroma e combustdo dos
produtos, constituindo importantes parametros de qualidade. Por outro lado, a presenca
de alguns microelementos e elementos trago como o niquel e o cadmio, refletem

negativamente na qualidade dos produtos, uma vez que, sdo nocivos a saide humano.

A Figura 5.1 mostra a porcentagem dos principais elementos quimicos
encontrados nos trés produtos de tabaco estudados neste trabalho. Note que, o contetdo
de calcio foi superior ao de magnésio em todos os tipos de tabaco investigados, pois
depois do potéssio ele ¢ o metal mais absorvido pelo tabaco. O magnésio aumenta a
combustibilidade e produz uma cinza porosa solta ¢ de cor clara. Entretanto, a presenga
de calcio em excesso, em produtos como o charuto, produz uma combustdo incompleta

que resulta em uma cinza compacta que dificulta a passagem de ar para o produto-

Dentre os micronutrientes, o potassio ¢ o elemento mais relacionado com o
padrio de qualidade. Alguns pesquisadores defendem a idéia de que uma planta suprida
com potassio pode apresentar maiores caracteristicas quimicas referentes a qualidade,
por ser este elemento, o responsavel pela cor, textura, conteido de agucar, nicotina,

combustibilidade ¢ aroma [5,64,189].

Relatos na literatura informam que a presenga de potdssio aumenta o teor de

acidos organicos ndo-volateis e diminui o conteudo de 4cido citrico e de acido
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linolénico nas folhas de tabaco curadas, impactando diretamente nos compostos
quimicos que estdo responsaveis pelo aroma [189]. O potassio ¢ um dos constituintes
inorgénicos da cinza que resulta da combustdo continua sem chama e pode alterar a
composi¢do da fumaca do cigarro, reduzindo a administracdo do material particulado
total, nicotina e cianeto, consequentemente, o risco a saiide ocasionado pela fumaca do

cigarro [190].

A maioria das amostras de charuto apresentou um teor de potassio superior ao
do nitrogénio, diferente de outros tipos de produtos. O nitrogénio como discutido
anteriormente, esta relacionado com o teor de nicotina, considerado um dos maiores
parametros de qualidade. Entretanto, o nitrogénio em excesso também produz
sabores fortes e picantes. Além disso, o nitrogénio pode estar presente na fase gasoso
destes produtos na forma de 6xidos de nitrogénio, causando efeitos nocivos a satde e ao

meio ambiente [57,58].

Na Figura 5.2 encontra-se a razdo K/N para os produtos de tabaco. Observa-se
que a maioria dos charutos apresentou razoes bastante superiores em relagdo ao fumo de
corda. Isto pode ser um indicativo da melhor qualidade do charuto em relagdo ao fumo

de corda.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2.7 (Capitulo 2), o teor de
enxofre foi superior nas amostras de charuto, valores superiores a 1,0 %, em relagdo ao
que foi encontrado no fumo desfiado e de corda, o que pode afetar o aroma do produto.
Além disso, pode contribuir para a formagao de produtos volateis a base de enxofre na

fumaca, produzindo efeitos indesejaveis para saude e meio ambiente.
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Figura 5.1- Contetido de potassio, nitrogénio, calcio e magnésio nos produtos de

tabaco, expresso em porcentagem de massa seca.
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Figura 5.2- Razao do conteudo de potassio e nitrogénio nos produtos de tabaco.
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A ANVISA através da Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 299, de 12
de agosto de 2019, estabelece que os produtos fumigenos derivados do tabaco indiquem
a concentragio dos seguintes elementos em ng g de tabaco: cidmio, chumbo,
mercurio, niquel, selénio, cromo e arsénio [191]. Neste trabalho, dentre estes elementos,
o método analitico desenvolvido (Capitulo 2) foi validado para determinagdo de cadmio,
niquel e arsénio. Entretanto, o arsénio presente nas amostras de produto de tabaco

estava abaixo do limite de quantificagdo do método (12 pg g™).

Na Tabela 5.1 encontra-se a concentracdo média de cadmio e niquel presentes
nos produtos de tabaco analisados neste trabalho em comparagdo com dados da
literatura. Observa-se que, o charuto foi o produto que apresentou maior concentracio
de Cd e Ni. Os valores encontrados para niquel nas amostras de charutos brasileiros sdo

similares aos encontrados nos charutos indianos.

Em relacdo ao Cd, a média dos valores encontrados nos charutos brasileiros ¢
ligeiramente mais baixo do que os charutos americanos. Entretanto, a concentracdo de
niquel encontrado foi mais baixa nos charutos americanos. Por outro lado, o fumo de
corda que ¢ o produto mais consumido pela populacdo de baixa renda no Brasil,

apresentou os menores teores de cadmio e niquel.

Vale ressaltar que, o caddmio ¢ volatil e acumulativo. Estudos também
relataram que o niquel em um cigarro aceso pode formar o composto volatil niquel
tetracarbonilo, que ¢ considerado cancerigeno em baixas concentragdes [192]. Além
disso, os testes de bioacessibilidade indicaram que mais de 50% do total de cddmio nas

amostras de fumo de corda estavam bioacessivel.
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Tabela 5.1 — Concentrac¢do de cadmio e niquel presentes em produtos de tabaco

queimados/combustiveis.

Produtos Cd (ng g'l) Ni (ng g'l) Referéncia
Charuto/Brasil 960 8180 Neste Trabalho
Fumo desfiado/Brasil 490 2700 Neste Trabalho
Fumo de Corda/Brasil 292 2170 Neste Trabalho
Charuto/Indiano 710 8860 [6]

Charuto Pequenos/USA 1190 2560 [115]
Biri/Indiano 490 7100 [6]

As Figuras 5.3 e 5.4 encontram-se os histogramas dos resultados apresentados
nas Tabelas 2.7 e 2.8 mostrados no Capitulo 2, com a média, os maximos, os minimos e
desvio padrao dos valores dos elementos mais relacionados com a qualidade de trés
tipos de tabacos, charuto, fumo desfiado e fumo de corda, comercializados em Salvador,
Estado da Bahia. As concentracdes abaixo do limite de quantificagdo ndo foram
consideradas. Os macroelementos foram convertidos em porcentagem por massa do

produto do tabaco.

As concentracdes de Cd e Ni na maioria das amostras estavam no limite
inferior da distribuicdo (Fig. 5.3). O Cd apresentou uma distribui¢do homogenia das
amostras. Um total de 77% das amostras tinha concentra¢des de Cd inferiores a 1,0 pg
g". Estes valores sugerem que a maioria do cddmio pode ser proveniente da sua

ocorréncia natural do solo [87].

O niquel ndo apresentou uma distribuicdo homogénea, o desvio padrdo foi

superior 2 média das amostras. O valor méximo encontrado (27,1 ug g™') foi discrepante
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em relacdo ao valor minimo. Este valor esta relacionado com uma amostra de charuto,
que também relatou um valor méximo para o Cd de 1,66 ug g apresentando na Tabela
2.6. Estes resultados sugerem que a concentracdo do niquel pode também ser
proveniente de insumos agricolas usados com finalidade corretiva ou nutricional no

cultivo do tabaco.

Em relacdo aos macroelementos, o enxofre ndo apresentou uma distribui¢do
homogenia das amostras. A maioria das amostras estava no limite inferior da
distribuicdo. Um total de 77% das amostras tinha concentragdes de Enxofre inferiores a
1%. Estes valores sugerem que a maioria do enxofre pode ser proveniente da sua

ocorréncia natural do solo.
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Figura 5.3 - Histogramas das concentragdes (em pg g') de Cd e Ni nas amostras de

tabacos comercializadas na cidade de Salvador, Bahia (n=22).
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Figura 5.4 - Histogramas das concentragdes de macroelementos expressos em

porcentagem nas amostras de tabacos comercializadas na cidade de Salvador (n=22)
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6. CONCLUSOES FINAIS

Foram desenvolvidas metodologias analiticas para a determinacdo de 19
constituintes inorganicos (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V
e Zn) em amostras de produtos de tabaco (charuto, fumo desviado e de corda),

empregando espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado.

As estratégias analiticas utilizadas para preparo das amostras utilizando bloco
de digestor com sistema fechado empregando acido diluido e a extragdo acida assistida
por ultrassom forneceram procedimentos simples, rapidos e com baixo consumo de

reagentes.

Os procedimentos apresentaram condi¢des de analise quimica com boa
precisdo, exatidao, livres de interferéncias com limites de quantificacdo adequados para
determinagdo de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V ¢ Zn

presentes nas amostras de tabaco.

A otimizagdo utilizando-se o planejamento Box-Behnken e Doechlert
proporcionaram uma rapida e eficiente estratégia para avaliar os procedimentos de
preparo de amostras e condigdes experimentais do espectrdmetro de emissdo optica com
plasma indutivamente acoplado. A funcdo desejabilidade e resposta multipla foram

adequadas para a otimizac¢ao dos métodos analiticos.

A analise multivariada de dados usando PCA e HCA avaliou a tendéncia ¢ a
similaridade de amostras charuto, fumo desviado e de corda comercializadas em
Salvador, através da composicdo elementar. O produto de tabaco denominado charuto

apresentou padrdes diferentes no conteudo inorganico em relagdo ao fumo de corda e
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desfiado. Os resultados mostraram que Ca, Cd, K, Mg, Ni, P, S, Sr, Ti ¢ Zn foram os

principais elementos quimicos para a tendéncias e similaridades entre as amostras.

O método de extracdo in vitro SBET mostrou ser uma alternativa simples e de
baixo custo para estimar a bioacessibilidade de macroelementos, Ca, K, Na, P, ¢
microelementos, Al, Cd, Cu, Fe, Ti, V e Zn presentes em amostras de fuma de corda

consumido de forma mascada (sem fumaca).

Os métodos analiticos desenvolvidos apresentaram potencial para serem
aplicados em analise de rotina na industria de produtos de tabaco para atender as

exigéncias do mercado de exportacdo e recomenda¢des do MAPA e da ANVISA.

Hyrlam Sousa Ferreira — Curso de Doutorado em Quimica / PGQUIM / UFBA 164



Grupo de Pesquisa para Estudo em Quimica Analitica e Ambiental (GPEQA?)

PERSPECTIVAS DE TRABALHOS

Outras estratégias analiticas de baixo custo como os métodos analiticos
envolvendo sistema de pré-concentracdo poderdo ser desenvolvidas para determinagdo
de um maior nimero de elementos potencialmente toxicos tais como, chumbo,
mercurio, arsénio, selénio, cromo, que poderdo estar presentes nos produtos de tabaco,

cujas informagdes de suas concentragdes estdo sendo solicitadas pela ANVISA.

Um método para estimativa da bioacessibilidade in vitro envolvendo outras
fases podera ser aplicado nas amostras de produtos de tabaco, levando em considera¢do

as trés areas do sistema digestivo (boca, estdmago e intestino).

A andlise direta da amostra pode ser um método analitico alternativo para
determinagdo de elementos traco em produtos de tabaco usando técnicas

espectroanaliticas.
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