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Vii
RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS EMPREGANDO A
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA SEQUENCIAL RAPID A COM
ATOMIZACAO EM CHAMA

Autor: Kelber dos Anjos de Miranda

Orientador: Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho

Esta tese de doutorado teve como objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos
empregando a espectrometria de absorcdo atdbmica sequencial rapida com
atomizacdo em chama (FS-FAAS). Na primeira parte do estudo, avaliou-se 0 uso da
padronizacdo interna em FS-FAAS atraves da determinacdo direta de Cu em
amostras de aguardente de cana. Neste caso, Ag, Bi, Co e Ni foram avaliados como
padrdes internos para a correcao do efeito de transporte causado pela presenca de
etanol na matriz. Os resultados demostraram que Ag na concentracdo de 2 mg L™
foi eficaz como padréo interno na determinagdo direta de Cu em amostras de
aguardente por FS-FAAS. Na segunda parte do estudo, avaliou-se o potencial do
acoplamento entre a geracdo de hidretos (HG) e a FS-FAAS para a determinacéo
sequencial de As e Sb em amostras de agua mineral. Os resultados revelaram que a
HG no modo multielementar proporcionou um aumento consideravel da frequéncia
analitica, reducdo do consumo de reagentes e diminuicdo da geragcdo de residuos
em relacdo a HG no modo monoelementar. Na ultima parte do estudo, avaliou-se o
potencial da unido da espectrometria de absorcdo atdbmica com forno tubular na
chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS) com a FS-FAAS para a determinacéo
sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn. Os resultados evidenciaram o aumento da
frequéncia analitica proporcionada pela TS-FF-AAS no modo multielementar em
relacdo ao modo monoelementar. Em seguida, amostras biolégicas foram pré-
digeridas e introduzidas na forma de suspensdes no sistema TS-FF-AAS para a

determinacao sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn.



viii
ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS EMPLOYING FAST SE QUENTIAL
ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY WITH FLAME ATOMIZATI ON

Author: Kelber dos Anjos de Miranda

Adviser: Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho

The aim of this PhD thesis was to develop analytical methods employing fast
sequential flame atomic absorption spectrometry (FS-FAAS). In the first part of this
study, a fast and simple method is proposed for the determination of Cu in sugar
cane spirits employing FS-FAAS and the internal standard technique. First, Ag, Bi,
Co and Ni were evaluated as internal standards to correct transport interferences
caused by the presence of ethanol. The results demonstrated that Ag at a
concentration of 2 mg L™ was effective as internal standard. In the second part of
this study, a novel analytical method which consists of a combination of hydride
generation and FS-FAAS is proposed. The method developed was employed for the
sequential determination of As and Sb at sub-pg L™ levels in bottled mineral waters.
An enhancement in the analytical throughput was obtained when compared with the
traditional monoelement HGAAS with a quartz tube atomizer. In the last part of the
study, the combination of thermospray flame furnace atomic absorption spectrometry
(TS-FF-AAS) and FS-FAAS for the sequential determination of Cd, Cu, Pb and Zn
was proposed and a significant improvement in the analytical throughput of TS-FF-
AAS was obtained. Then, an analytical method for the sequential determination of

Cd, Cu and Pb in slurries of biological samples by TS-FF-AAS was developed.



APRESENTACAO

Esta tese de doutorado esta dividida em 3 capitulos. No capitulo 1 um método
simples e rapido é proposto para a determinacdo de Cu em amostras de aguardente
empregando a espectrometria de absor¢cdo atdbmica sequencial rapida com
atomizacdo em chama (FS-FAAS). Para atingir esse proposito, Ag, Bi, Co e Ni foram
avaliados como padrdes internos para a correcdo do efeito de transporte causado
pela presenca de etanol na matriz. Em seguida, o método foi aplicado em amostras
de aguardente e os resultados foram comparados com os obtidos por espectrometria
de emissdo 6ptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) apds digestédo
acida por micro-ondas. No capitulo 2 avaliou-se o potencial do acoplamento entre a
geracado de hidretos (HG) e a FS-FAAS para a determinacdo sequencial de As e Sb
em amostras de agua mineral. Neste capitulo, as faixas lineares de calibragéo, a
possibilidade de ocorréncia de efeitos de memoria, os efeitos da presenca de
possiveis elementos interferentes (Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) e os limites de deteccao
de As e Sb foram estabelecidos para o modo multielementar. No capitulo 3
desenvolveu-se a espectrometria de absor¢cdo atomica com forno tubular na chama
e aerossol térmico (TS-FF-AAS) no modo multielementar para a determinacdo
sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn. As faixas lineares de calibracdo, a possibilidade de
ocorréncia de efeitos de memoria, os efeitos da presenca de elementos
concomitantes (Ca, Fe, K, Mg, Mn e Na) e os limites de detec¢éo de Cd, Cu, Pb e Zn
foram estabelecidos para a TS-FF-AAS no modo multielementar. Em seguida,
desenvolveu-se um procedimento analitico para homogeneizar suspensdes de
amostras biologicas e quantificar Cd, Cu, Pb e Zn utilizando o modo sequencial da
TS-FF-AAS. Limites de deteccdo, precisdo, faixas lineares e coeficientes de
correlacao foram determinados para o método proposto. Durante o desenvolvimento
desta tese de doutorado foram submetidos manuscritos que culminaram nas
publicacdes listadas a seguir:

» MIRANDA, K. & PEREIRA-FILHO. “Potentialities of thermospray flame
furnace atomic absorption spectrometry (TS-FF-AAS) in the fast sequential
determination of Cd, Cu, Pb and Zn". Anal. Methods, 1, 215, 2009. doi:
10.1039/B9AY00140A.



> MIRANDA, K.; DIONISIO, A.G.G. & PEREIRA-FILHO, E.R. *“Copper

determination in sugar cane spirits by fast sequential flame atomic absorption
spectrometry using internal standardization”. Microchem. J., 96, 99, 2010. doi:
10.1016/j.microc.2010.02.011.

BUENO GUERRA, M.B.; CARAPELLI, R.; MIRANDA, K.; ARAUJO, A.RA. &
PEREIRA-FILHO, E.R. “Determination of As and Sb in mineral waters by fast
sequential continuous flow hydride generation atomic absorption
spectrometry”. Anal. Methods, 3, 599, 2011. doi: 10.1039/COAY00595A
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Capitulo 1

Determinacéo de cobre em amostras de aguardente
de cana por espectrometria de absorcao atbmica
sequencial rapida com atomizacdo em chama

utilizando padronizacgao interna



1 — Introducéo

No Brasil cerca de 30.000 unidades industriais sdo responsaveis pela
producdo anual de aproximadamente 1,3 bilhdes de litros de aguardente de cana.’
Esta bebida alcodlica € produzida por destilacdo apds a fermentacdo da cana de
acucar e como a maioria dos destiladores sdo construidos com chapas de cobre,
este metal pode contaminar a aguardente de cana. Durante o0 processo de
destilacdo um composto conhecido como azinhavre [CuCO3;Cu(OH);] é formado na
parede do recipiente podendo ser dissolvido pelos vapores alcodlicos.? Alguns
procedimentos como o0 uso de carvao ativado e resinas de troca ibnica foram
utilizados para remover ions cuprosos da bebida destilada, mas infelizmente eles
também removem outras substancias que contribuem para o desejavel aroma e
sabor. A tentativa do uso de ac¢o na fabricagdo dos alambiques resultou em queixas
de baixa qualidade sensorial da aguardente de cana.® Baixas concentracdes de Cu
sdo consideradas essenciais ao metabolismo, no entanto, doses mais elevadas
podem causar a doenca de Wilson e outros efeitos deletérios & satide do homem.*
Por esta razdo, o desenvolvimento de um método simples e rapido para a
determinacdo de Cu em aguardente de cana é um parametro importante para sua
liberacdo ao consumo. Por esse motivo, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento estabeleceu padrbes de qualidade para a aguardente de cana
através da fixacdo de normas técnicas.” No que diz respeito & contaminantes
inorganicos, a concentracdo maxima permitida de Cu em aguardente brasileira € de
5mg L™

A espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS, do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) tem sido empregada para a determinagao
de Cu em bebidas alcoodlicas utilizando a calibragdo por compatibilizacdo de
matriz.>’ No entanto, devido ao fato que o teor alcodlico em aguardentes brasileiras
pode variar na pratica de 30 a 60% (v/v),® a calibracdo por compatibilizacdo de
matriz se torna uma tarefa desgastante, visto que o grau alcodlico precisa ser
determinado para cada amostra e as solucdes padrdo devem ser preparadas em
uma mesma matriz. Alternativamente, a técnica de adicdo de analito € mais
adequada que a calibracao por compatibilizacdo de matriz para determinar cobre em
aguardente de cana por FAAS.® Todavia, a técnica de adicéo de analito é trabalhosa
e demorada. Neste contexto, foi desenvolvido um método rapido e simples para

determinar Cu em aguardente de cana por espectrometria de absorcdo atbmica



sequencial rapida com atomizacdo em chama (FS-FAAS, do inglés Fast Sequential

Flame Atomic Absorption Spectrometry) utilizando padronizacéo interna.

2 — Objetivos
Este primeiro capitulo da tese de doutorado teve por objetivo realizar a
determinacdo direta de Cu em amostras de aguardente de cana por FS-FAAS

utilizando padronizacéo interna.

3 — Revisao bibliogréfica
3.1 — Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS)

A espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS, do inglés Atomic
Absorption Spectrometry) foi proposta pelo australiano Alan Walsh em 1955.2° O
método era simples, consideravelmente livre de interferéncias, sensivel, preciso e
nao exigia muitas habilidades especificas do analista se comparado com o0s
principais procedimentos analiticos utilizados naquela época (gravimetria,
volumetria, colorimetria, polarografia e espectrometria de emissao atbmica). A
determinacdo em niveis de mg L™ ou mg kg* era uma tarefa dificil e somente
alcancada por alguns procedimentos trabalhosos e com muitas etapas. Grande
quantidade de amostra era necessaria e os interferentes eram abundantes. Cada
procedimento possuia seu proprio conjunto de problemas e o analista deveria estar
capacitado para resolvé-los. As determinacdes através dessas técnicas consumiam
muito tempo e a frequéncia de amostragem era reduzida.

A segunda maior contribuicdo de Alan Walsh foi o uso da modulacéo
do feixe da lampada de catodo oco, eliminando a interferéncia provocada pela
radiacao emitida pela amostra no atomizador. Essas linhas de emisséo envolviam as
mesmas transicdes que as linhas de absor¢édo e, sem a modulacdo, causariam
grandes interferéncias provocando perda de sensibilidade para todos os elementos.
Ele também utilizou uma chama alongada, diferentemente dos queimadores
circulares usados em fotometria de chama. Este queimador aumentou
significativamente a sensibilidade. Também merece destaque o0 seu importante
trabalho no desenvolvimento das lampadas de catodo oco, as quais sdo as mais
utilizadas até hoje como fonte de radiacdo em absorcdo atdmica.’* O primeiro

equipamento de absorcao atbmica ndo contava com o corretor de sinal de fundo.



Em 1961, Boris V. L’ Vov publicou, em inglés, o seu primeiro artigo
utilizando um forno de grafite aquecido resistivamente como dispositivo atomizador
para a AAS. Boris V. L’ vov também estabeleceu as bases tedricas do atomizador de
forno de grafite. Nesta época, os espectrometros de absor¢cdo atbmica com chama
comecavam a ser comercializados.*

A AAS é uma das mais importantes técnicas para a andlise da
composicao elementar de amostras. O método se baseia na absor¢cdo de energia
radiante por atomos neutros ndo excitados no estado gasoso. Durante a absorcao,

0 atomo passa de um estado de menor energia para um estado de maior energia.*®

3.2 — Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS)

Para superar as dificuldades iniciais, a FAAS sofreu diversos avancos
instrumentais, tornando 0s equipamentos mais robustos. A corre¢édo da radiacao de
fundo com fonte continua e o uso de detectores com resposta rapida para o registro
dos sinais transientes possibilitou melhor caracterizacéo e distingdo do sinal analitico
em relacdo ao sinal de fundo. A FAAS é uma técnica simples, robusta, seletiva e
capaz de distinguir diferentes elementos quimicos em amostras complexas. Possui
custos de aquisicdo e manutencgéao relativamente baixos, sendo uma das principais
ferramentas utilizadas em laboratérios de anélise de rotina.*?

Na FAAS, a amostra liquida € introduzida no atomizador por meio de
uma camara de nebulizacdo que converte o liqguido em um aerossol. O aerossol é
misturado com o0 gas comburente e oxidante antes de atingir o queimador. O
nebulizador pneumatico de tubo concéntrico € o tipo mais comum, no qual a amostra
€ aspirada através de um tubo capilar por um fluxo de alta pressdo de um gas em
torno do tubo. O gas em alta velocidade divide o liquido em gotas de varios
tamanhos. As gotas se dispersam sendo selecionadas com o auxilio de um spoiler
em que as maiores sdo impedidas de atingir o queimador, sendo eliminadas por
meio de um dreno. As goticulas que atingem a chama evaporam e, o solido que
resta se vaporiza, liberando atomos no estado gasoso. A concentracdo desses
atomos € determinada por absor¢do da radiacdo, diretamente relacionada com a
quantidade de atomos presentes, conforme descrito pela lei de Lambert-Beer. Para
isso, fontes especiais conjugadas com sistemas eficientes de selecdo de

comprimentos de onda permitem a determinacéo especifica de elementos.*



3.3 — Espectrometria de Absorcao Atdbmica Sequencial Rapida com
Atomizacao em Chama (FS-FAAS)

A busca por determinagdes multielementares simultédneas utilizando a
AAS teve inicio em 1965 com os trabalhos de BUTLER e STRASHEIM e somente
ap6s 50 anos vieram a ser realizadas de forma sequencial.'? Uma atraente
alternativa para a AAS é a determinagdo multielementar sequencial utilizando
atomizacdo em chama.”®> O instrumento de FAAS convencional realiza
determinacdes em série, ou seja, a concentracdo do primeiro elemento é medida em
todas as amostras, a lampada e os parametros do instrumento sdo mudados e a
determinacdo do proximo elemento é realizada. Para determinacdes de Vvarios
elementos, este processo € repetido muitas vezes até que a sequéncia analitica
esteja completa. Num instrumento de FS-FAAS, a estequiometria da chama é
ajustada através do controle automatico programavel da vazdo de gas e as
lampadas de catodo oco sdo operadas simultaneamente e selecionadas por um
espelho motorizado. Enquanto uma amostra é aspirada, 0 monocromador realiza
uma varredura em todos os comprimentos de onda referentes aos analitos de
interesse e, ao determina-los em uma mesma aspiracdo, o tempo de analise é
reduzido. A FS-FAAS é uma técnica multielementar sequencial que conserva as
vantagens da FAAS, como por exemplo, a simplicidade de operacdo, sendo uma

ferramenta utilizada para determinacées de elementos na ordem de mg L™.

3.4 — O uso da padronizacao interna em FS-FAAS

Assim como a FAAS, a FS-FAAS esta sujeita as mesmas fontes de
erros como efeitos de matriz e problemas de transporte da amostra. Neste caso, a
padronizacdo interna pode ser adotada como uma estratégia simples e eficiente
para minimizar interferéncias de transporte e alguns erros que sdo introduzidos
durante o preparo da amostra, aprimorando a exatiddo e a precisdo analitica.*® Ao
aplicar a padronizacdo interna, uma quantidade conhecida de um elemento
selecionado (padrdo interno) é adicionado a todos os brancos, solucdes de
calibracdo e amostras. O sinal do padrdo interno é registrado juntamente com 0s
sinais dos analitos e um fator de correcdo é calculado através da razdo entre os
valores obtidos. Este fator de correcdo € aplicado aos sinais dos analitos. O
elemento a ser utilizado como um padrdo interno precisa apresentar algumas

caracteristicas: (1) ndo pode estar presente na amostra em uma concentracdo



detectavel, (2) ndo deve interferir no sinal dos analitos, (3) deve estar livre de
interferéncias e (4) deve ser relativamente inerte a mudancgas na estequiometria da
chama. A concentracdo do padrdo interno deve resultar em um nivel de sinal
tipicamente entre 0,1 e 0,4 de absorbancia, pois fora desta faixa o erro
espectrofotométrico aumenta exponencialmente.*®

O método da padronizacdo interna ja foi utilizado por alguns autores
em determinacdes multielementares por FS-FAAS. Em 2004, PROJAHN et al.*®
avaliaram o uso da padronizacéo interna utilizando um espectrometro de absorcéo
atdmica sequencial rapido com atomizacdo em chama. A Tabela 1.1 mostra alguns

elementos sugeridos pelos autores para serem utilizados como padrdes internos.

TABELA 1.1 — Elementos sugeridos para serem utilizados como padrdes internos,

comprimentos de onda e concentracdes recomendadas.*®

Padrées A (nm) Conc. recomendada Comentario

internos (mg L™

Sugestdes para chama ar/acetileno

Ag 328,1 1-2 Solugoes livres de cloretos
Bi 223,1 10

Cd 228,8 0,5-1

Ga 2944  20-50

In 303,9 10-20

Te 2143 10

Sugestdes para chama N,O/acetileno

Ca 422,7 1 Adicionar CsCl
Ge 265,1 20-50

Ga 294,4  20-50

In 303,9 10-20

Mn 2795 25

Se 196,0 20-50

Sr 460,7 2 Adicionar CsCl

Em 2008, FERREIRA et al.'’ aplicaram a padronizacéo interna na
determinacdo sequencial de Fe e Mn em amostras de vinho sem tratamento prévio

por FS-FAAS onde se testou a eficiéncia da Ag, Co, In e Ni como padrdes internos



na correcao de efeitos da matriz. Os resultados demonstraram que Co e In em
concentracdes de 2 e 10 mg L™ foram eficientes para a quantificacdo de Mn e Fe,
respectivamente. Nestas condi¢des, os limites de deteccdo obtidos foram de 27 e 40

Mg L™ para Mn e Fe, respectivamente.

4 — Parte experimental
4.1 — Instrumentagao

Os experimentos com FS-FAAS foram realizados em um
espectrometro de absorcdo atdbmica sequencial rapido com atomizacdo em chama
(AA240FS; Varian, Mulgrave, Australia) e correcdo da radiacdo de fundo feita por
lampada de deutério. Lampadas de catodo oco de Ag, Bi, Co, Cu e Ni foram
utilizadas como fontes de radiacdo primaria e operadas com correntes elétricas de 4,
10, 7, 4 e 4 mA, respectivamente. A chama ar/acetileno (13,5 L min™/2,0 L min™) foi
utilizada em todos os experimentos. Cobre, Ag, Bi, Co e Ni foram determinados em
324,8, 328,1, 223,1, 240,7 e 232,0 nm, respectivamente.

4.2 — Reagentes, solugdes e amostras

Agua desionizada por sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA)
foi utilizada para preparar todas as solugbes. Toda a vidraria e frascos plasticos
utilizados foram lavados com agua corrente e detergente neutro, enxaguado com
agua destilada e deixados em banho acido (HNO3; 10% v/v) por 24 h. Depois de
retirado do banho acido, o material foi enxaguado com agua desionizada e deixado
em capela de fluxo laminar para secagem. As solucbes de referéncia foram
preparadas diariamente apos diluicdo adequada das solucdes estoque de 1000 mg
L' de Ag, Bi, Co, Cu e Ni (Tec-Lab, Hexis, S&o Paulo, Brasil). Amostras de
aguardente de cana foram adquiridas no mercado local em Sao Carlos, Estado de
Séo Paulo, Brasil.

4.3 — Determinacdo de Cu em amostras de aguardente apos

digestéo total
Um forno de micro-ondas equipado com frascos de PFA (do inglés,
Perfluoroalcoxy) modelo Ethos (Milestone, Sorisole, Italia) foi utilizado para digerir as

amostras de aguardente. Uma aliquota de 1 mL de aguardente foi digerida com 1



mL de HNO3; 14 mol L™* e 6 mL de agua desionizada em frasco fechado. Apés a
decomposicédo, as amostras digeridas foram transferidas para frascos graduados de
polipropileno e diluidas para 10,0 mL com agua desionizada. O programa de
aguecimento do forno de micro-ondas foi realizado em duas etapas: (1) 2 min a 300
W, e (2) 5 min a 600 W. Todas as amostras foram digeridas em triplicata. A
determinacdo de Cu foi realizada nas solu¢gbes diluidas por espectrometria de
emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES, do inglés Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry).

4.4 — Determinacao direta de Cu em amostras de agua rdente

utilizando a FS-FAAS e padronizacao interna

No método proposto, 5 mL de aguardente e 400 pL de uma solugéo
padrdo contendo 50 mg L™ de Ag, Co, Ni e 250 mg L™ de Bi foram adicionados em
um frasco de polipropileno de 15 mL. Em seguida, o volume foi ajustado para 10 mL
com uma solucdo de acido nitrico 1,0 mol L™ para a determinacédo de Cu. Apds
diluicdio, a concentracao final foi de 10 mg L™ para Bi e 2 mg L™ para Ag, Co e Ni.
Solucdes de referéncia contendo de 0,10 a 4,0 mg L™ de Cu foram utilizadas para
calibracdo. Os padrbes internos (Ag, Bi, Co e Ni) foram adicionados a todos os
brancos, solugdes de referéncia e amostras. Cobre foi determinado no comprimento

de onda mais sensivel (324,8 nm).

5 — Resultados e discussao

5.1 — Influéncia do teor alcodlico sobre o sinal an alitico do Cu

De acordo com LABANCA et al.,® as aguardentes brasileiras podem
apresentar teores alcodlicos entre 30 e 60% (v/v). No método proposto, a amostra de
aguardente sofre diluicdo de 1/1 (v/v) com &cido nitrico 1,0 mol L™ e, apds diluicéo, o
teor alcodlico pode variar de 15 a 30%. Neste contexto, avaliou-se a influéncia do
teor alcoolico sobre o sinal analitico do Cu comparando-se as inclinacdes
(coeficiente angular) das curvas analiticas obtidas a partir de solu¢des de referéncia
contendo de 0,10 a 4,0 mg L™ de Cu na presenca de 0, 15, 20, 25 e 30% (v/v) de
etanol. Pode-se observar na Figura 1.1 que a inclinacdo da curva analitica diminui
de 0,1459 até 0,1060 com o aumento do teor alcoodlico. Durante os experimentos

observou-se a existéncia de efeito de transporte da amostra: a taxa de aspiragao do



nebulizador diminuiu com o aumento do teor alcodlico (0 a 30%). Para sistemas de
introdugcdo de amostra que utilizam camaras de nebulizagdo, a eficiéncia do
transporte da amostra € altamente dependente da viscosidade e da tenséo
superficial. De acordo com ROCHA e NOBREGA™ a viscosidade maxima de uma
solugcdo agua-etanol € alcancada para 50% (v/v), 0 que explica o efeito observado
na Figura 1.1. Deve se salientar que o aumento da viscosidade reduz a taxa de
aspiracdo, e consequentemente a absorbancia. A tensdo supercial diminui com o
aumento da concentracéo de etanol, facilitando o processo de nebulizacdo. Contudo
este efeito ndo pode ser utilizado para explicar os resultados obtidos porque a
mudanca do sinal analitico devido o aumento da viscosidade foi o efeito mais
pronunciado. Estes resultados confirmam que se desejarmos determinar Cu em
amostras de aguardente com teores alcoolicos diversos empregando calibragéo por
compatibilizacdo de matriz, teriamos que determinar o teor alcodlico de cada
amostra e preparar a curva de calibracdo com a mesma concentragdo alcodlica. Tal

procedimento seria trabalhoso.

0,600-
(0,1459)
(0,1361)
B EtOH 0% (0,1296)
® FEtOH 15% (0,1192)
A FEtOH 20% 01060
8B 0,400- v EtOH 25% (0,1060)
S < EtOH 30%
«T
o)
o) -
73]
o)
<
0,200-
P
é % >/
0,000 : , : . . . . |
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Concentracédo (mg1)

FIGURA 1.1 — Curvas de calibragcdo de Cu com os coeficientes angulares (sem
padrao interno) contendo 0, 15, 20, 25 e 30% (v/v) de etanol (EtOH) obtidas por FS-
FAAS.
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5.2 — Avaliacéo de Ag, Bi, Co e Ni como padrdes int  ernos

Prata, Bi, Co e Ni foram testados como padrdes internos. Curvas
analiticas foram estabelecidas adicionando-se concentracdes crescentes de Cu
(0,10 - 4,0 mg L) em uma amostra de aguardente. A amostra de aguardente
utilizada para tal avaliacdo ndo continha Ag, Bi, Co, Cu e Ni em concentracbes
detectaveis pelo equipamento. Todos os resultados podem ser observados na
Tabela 1.2. Os sinais analiticos obtidos foram corrigidos empregando-se 0s quatro
padrdes internos (Ag, Bi, Co, e Ni). Informa¢es mais detalhadas sobre a técnica de

padronizacao interna podem ser encontradas em FERREIRA et al..*’

TABELA 1.2 — Comprimento de onda, concentracao usada e equacdes de regressao
linear obtidas para a determinacdo de Cu usando diferentes padrbes internos e a

técnica de calibracdo convencional (sem padréo interno).

Padrao interno Comprimento Concentracao final Equacédo de regressao

(PI) de onda (nm) do PI (mg L™Y) linear (Cu)

A =0,1461Cc¢, + 0,0041
Ag 328,1 2,0 (R =0,9997)

A =0,1454C¢, + 0,0060
Bi 223,1 10,0 (R =0,9996)

A =0,1439C¢, + 0,0051
Co 240,7 2,0 (R =0,9997)

A =0,1449C¢, + 0,0042
Ni 232,0 2,0 (R =0,9997)

Resultado obtido utilizando calibragdo convencional A =0,1460C¢, + 0,0053
com padrbes aquosos (R =0,9996)

R: coeficiente de correlacéo.

A inclinacdo da curva analitica obtida (n = 3) com a técnica de
calibragdo convencional (sem usar padréo interno e na auséncia de etanol) para
cobre (0,1460 * 0,0011)Ccymgn) foi comparada com as inclinacdes (+ desvio padrao,
n = 3) das curvas analiticas obtidas com a técnica de padronizacéo interna utilizando
Ag, Bi, Co e Ni (0,1461 + 0,0012, 0,1454 + 0,0010, 0,1439 * 0,0010 e 0,1449 +

0,0013, respectivamente)Ccymgry cOMo padrdes internos. Um teste t pareado (n = 3)
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mostrou a inexisténcia de diferencas entre as inclinacdes das retas a um nivel de
confianga de 95%. Os resultados demonstraram que Ag, Bi, Co e Ni foram eficientes
para corrigir efeitos de transportes de matriz observados durante a determinacéo de

Cu na amostra de aguardente utilizada por FS-FAAS.

5.3 — Aplicacdo do método proposto

Cobre foi determinado em cinco amostras de aguardente adquiridas no
mercado local utilizando Ag, Bi, Co e Ni como padrdes internos. A concentracao de
Cu variou de 0,66 a 6,64 mg L™ . Tais resultados foram comparados com os obtidos
por ICP OES ap0s digestdo acida das amostras em forno de micro-ondas com

cavidade. Todos os resultados estado resumidos na Tabela 1.3.

TABELA 1.3 — Determinacgao direta de Cu em cinco amostras de aguardente com e
sem padronizacdo interna (PI) determinadas por FS-FAAS e por ICP OES apoés

digestdo acida (n = 3).

Amostra Cu(mg L™ Cu(mgL™) Cu(mgL™) Cu(mgL™) Cu(mg L™ Cu(mgL™)
por ICP OES por FS-FAAS por FS-FAAS por FS-FAAS por FS-FAAS por FS-FAAS

sem PI com PI (Ag) com PI (Bi) com PI (Co) com PI (Ni)

Aguardente 1 0,67 + 0,02 0,53+0,01 0,66 + 0,01 0,65+0,01 0,62 +0,01 0,60 + 0,01
Aguardente 2 4,17 +0,08 3,61 +0,02 4,15 + 0,06 4,12 £ 0,05 3,99 + 0,06 4,10 £ 0,06
Aguardente 3 1,24 £0,02 1,05 £0,02 1,25 +£0,03 1,22 £0,03 1,16 £ 0,03 1,17 £0,02
Aguardente 4 1,88 +£0,07 1,56 £ 0,02 1,91+0,01 1,95+0,01 1,96 +0,01 1,93+0,01
Aguardente 5 6,70 £ 0,06 5,57 +£0,04 6,64 + 0,02 6,51 + 0,04 6,36 £ 0,02 6,46 + 0,02

PI: padrao interno

Os valores de concentracdo para Cu usando Ag como padrao
internosao os mais proximos daqueles obtidos por ICP OES apés digestdo. Um teste
t pareado comprovou esta observacao e demonstrou ndo haver diferencas entre os
resultados obtidos usando Ag como padrao interno e aqueles determinados por ICP
OES apos digestdo &cida a um nivel de confianca de 95%. Considerando os
resultados obtidos por ICP OES (com amostras digeridas) os de referéncia, os
resultados obtidos com o método proposto foram avaliados determinando-se 0s
erros relativos (%) encontrados com e sem a aplicacdo da técnica de padronizacdo
interna. Os erros variaram de -13,4% a - 20,9% usando a técnica de calibracdo

convencional (sem padréo interno), de - 1,9% a + 1,9% usando Ag como padréo
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interno, de - 3,0% a +3,7% usando Bi como padrédo interno, de - 7,7% a +4,1%
usando Co como padréo interno e de - 11,3% a + 2,6% utilizando Ni como padréao
interno. E importante salientar que quando se usou a técnica de calibracéo
convencional, todos os resultados exibiram uma tendéncia negativa. Ja com a
utilizacdo de padréo interno os desvios ficaram distribuidos aleatoriamente, exibindo
valores negativos e positivos, especialmente quando se utilizou Ag como padréo

interno.

5.4 — Caracteristicas analiticas do método proposto

O método proposto foi capaz de determinar Cu em uma faixa linear de
0,10 a 4,0 mg L™ usando Ag como padréo interno. A curva de calibracdo obtida foi
definida pela equacdo linear A = 0,1461Cc, + 0,0041 (mg L™), com adequada
linearidade (r = 0,9997). O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo, definidos
respectivamente como a concentracdo correspondente a 3 e 10 vezes o desvio
padrdo do branco do método dividido pela inclinagdo da curva de calibragédo, foram
determinados através da analise de 10 réplicas do branco do método (solucdo
contendo o padrdo interno Ag em HNOs; 1,0 mol L™). Os limites de deteccéo e
quantificacdo para Cu utilizando o método proposto foram 15 e 51 pg L™,

.1° obtiveram limite de quantificacdo de 11 pg L™

respectivamente. FERREIRA et a
para a determinacdo de Cu em sucos de fruta utilizando FS-FAAS e In como padrao

interno.

6 — Conclusoes

A prata foi eficaz como padrdo interno na determinacéo direta de Cu
em amostras de cachaga por FS-FAAS, minimizando o efeito de transporte da
matriz, aumentando a precisdo e exatiddo. O método proposto é rapido, simples,
permite a obtencdo de resultados semelhantes aos produzidos por ICP OES apés
digestdo acida em forno de micro-ondas e proporciona uma reducao substancial do

tempo total da analise.



Capitulo 2

Determinacao sequencial de As e Sb em
amostras de agua mineral por espectrometria de

absorcéo atomica com geracao de hidretos

13
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7 — Introducéao

As espécies inorganicas de As podem causar cancer e outros efeitos
adversos tais como: danos na pele e desordens no sistema circulatorio e sistema
nervoso.”’ Em paises como Bangladesh e india, altas concentraces de As sdo
usualmente encontradas em aguas potaveis afetando diretamente a saude de
milhdes de pessoas. Nesses lugares, os niveis de As podem chegar a mais de 1000
ng L, que é 100 vezes maior que o valor maximo permitido pela Organizacdo

Mundial de Satide (WHO, do inglés World Health Organization) para agua potavel.*

O antiménio é considerado um contaminante emergente em agua
mineral engarrafada devido a sua utilizagdo como catalisador na producdo do
tereftalato de polietileno (PET, do inglés polyethylene terephthalate).?> Varios
estudos demonstraram a lixiviagdo de Sb a partir de garrafas de PET em agua
mineral, especialmente quando esses recipientes sdo expostos a temperaturas
acima de 40 °C. Esses resultados sao de interesse especial devido aos efeitos
toxicos deste elemento para o corpo humano.?®?’ A exposicdo croénica a baixas
concentragbes de Sb pode causar atrofia do miocardio enquanto que doses mais
altas podem causar cancer de pulmao, figado e rins.?®*?® A WHO, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, do inglés United States Environmental
Protection Agency), a Unido Europeia, o Jap&do e o Brasil regulamentaram a
concentracdo maxima permitida de Sb em agua potavel em 20, 6, 5, 2 e 5 pg L™,
respectivamente.?**°

As concentracdes de As e Sb em amostras de agua potavel séo
usualmente baixas. Por isso, técnicas analiticas sensiveis como a espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry), a espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de
grafite (GFAAS, do inglés Graphite Furnace AAS) ou a espectrometria de absorcéo
atobmica com geracdo de hidretos (HGAAS, do inglés Hydride Generation AAS)
devem ser utilizadas para realizar determinagfes quantitativas confiaveis.

A HGAAS é uma técnica bem estabelecida que possui aplicacdes
relevantes para determinacées em sub-pg L™ de varios elementos formadores de
hidretos, tais como As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te. As principais vantagens desta
técnica sdo alta sensibilidade, seletividade proveniente da eliminagdo das
interferéncias da matriz e baixo custo de implementacdo especialmente quando se

utiliza um tubo atomizador de quartzo em chama.®! Apesar dessas vantagens, a
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HGAAS ¢é aplicada quase que exclusivamente para determinactes
monoelementares, aumentando consideravelmente o consumo de reagentes e 0
tempo de analise. Todavia, um atomizador eletrotérmico de grafite ja foi utilizado
como ceélula aprisionadora e atomizadora de hidretos para determinacdes
multielementares simultaneas por AAS simultanea (SIMAAS, do ingles simultaneous
AAS).323 A frequéncia analitica também pode ser aprimorada através de
determinacdes sequenciais ou simultaneas com a introducéo de espécies gasosas
em uma fonte de excitacdo como um plasma acoplado indutivamente seguido da

medida por espectrometria de emissdo O6ptica®®’

ou por espectrometria de
massas.**° Infelizmente, tais técnicas (“aprisionamento de hidretos” com SIMAAS,
HG-ICP OES e HG-ICP-MS) demandam equipamentos e manutencéo de alto custo.
Felizmente, a frequéncia analitica da HGAAS pode ser aprimorada se conseguirmos
combina-la com a FS-FAAS para realizarmos determina¢cdes multielementares. Em
2005, NIEDZIELSKI*! propds a determinacdo sequencial de espécies inorganicas de
As (As*" e As®") e Se (Se* e Se®) usando uma hifenacdo entre a cromatografia
liguida e a geracdo de hidretos com um tubo atomizador de quartzo aquecido
eletrotermicamente, sendo este o Unico estudo publicado que combina a HGAAS
com a FS-FAAS. Neste contexto, foi desenvolvido um método utilizando a HGAAS
no modo multielementar para realizar determinacdes sequenciais As e Sb em

amostras de agua mineral.

8 — Objetivos

Este segundo capitulo da tese de doutorado teve por objetivo avaliar o
potencial da HGAAS para a determinacdo sequencial de As e Sb em amostras de
agua mineral. No desenvolvimento do estudo, diversos parametros foram otimizados
como a vazao do gas Ar, as concentracdes de HCI e de NaBH,4, bem como o tempo

de atraso de leitura e de integracao do sinal analitico.

9 — Parte experimental

9.1 — Instrumentacao

Os experimentos com HGAAS foram realizados em um espectrometro
de absorcdo atdmica sequencial rapido com atomizacdo em chama (AA240FS;
Varian, Mulgrave, Austrélia) e correcdo de fundo feita por lampada de deutério.
Lampadas de catodo oco de As e Sb foram utilizadas como fontes de radiagao
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priméria e ambas operadas com correntes elétricas de 10 mA. A chama ar/acetileno
(13,5 L min™/2,0 L min™) foi utilizada em todos os experimentos. Arsénio e Sb foram

medidos em 193,7 e 217,6 nm, respectivamente.

9.2 — Sistema HGAAS para determinacdes multielement ares

A representacdo esquematica do sistema HGAAS para determinacdes
multielementares utilizando o modo de introdugcdo continua de amostra €

apresentada na Figura 2.1.

Tubo atomizador de quartzo

( )

i Ar (140 mL min’t Vazdo
gas, ( ) (mL min%)
0
12 | 0 1
ﬂ «<— NaBH,0,8% myv
—= — L2 e HelsmolLt
liquido 6,8
— A
Bobina mostra
de 60 cm e
Q) Bomba peristaltica

Separador
I géas-liquido

Dreno
FIGURA 2.1 - Esquema do sistema HGAAS para determina¢des multielementares.

O processo de determinacdo multielementar de As e Sb por geracao de
hidretos pode ser dividido em trés etapas: a geracdo dos hidretos através de reacao
quimica, o transporte dos mesmos para a célula de atomizacdo e a atomizacao.
Uma solucédo de NaBH,4 recém preparada em meio alcalino é utilizada para reduzir
As®*" e Sb** a seus hidretos, sendo a reducao efetivada de acordo com as seguintes

reacoes:
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NaBH,4 + HCI + 3 H,O — H3BO3; + NaCl + 8 H°

8 H° + X™ — X Hn + H2 (excesso)

onde m pode ser ou ndo igual a n e X é o analito de interesse (As ou Sb).

De acordo com o manual do acessorio de geracado de vapor (VGA-77,
Varian, Australia), as vazdes que podem ser utilizadas séo de 6 a 8 mL min™ para a
amostra e de 0,8 a 1,2 mL min® para ambos HCl e NaBH,. Um reator tubular
helicoidal de 75 cm de comprimento € utilizado no VGA-77. Durante o
desenvolvimento deste estudo, observou-se que o ruido do sinal analitico e o
volume morto poderiam ser minimizados utilizando-se tubos de Tygon® com
menores diametros internos, maior velocidade da bomba peristaltica e bobina de
reacdo mais curta (60 cm ao invés de 75 cm). No inicio do estudo, utilizou-se o
acessorio de geracao de hidretos (VGA-77) que esta disponivel comercialmente. No
entanto, este sistema ndo oferece controles da velocidade de rotacdo da bomba
peristaltica e da vazao do gas Ar. A vantagem da propria construcdo de um sistema
de geracdo de hidretos sobre o sistema comercial € que através do controle destes
parametros é possivel aprimorar os limites de deteccdo e a frequéncia analitica. Na
montagem do sistema foram utilizados: uma bomba peristaltica com 8 canais
(Ismatec, modelo MCP, Suica) contendo 3 tubos de Tygon® de diametros internos
(d.i.) de 0,48 mm (HCI, 1,2 mL min™), 0,48 mm (NaBH,, 1,2 mL min™) e 1,25 mm
(amostra, 6,8 mL min™) e uma bobina de reacdo de 60 cm de Teflon® (d.i. = 0,8 mm).
Um separador gas/liquido e uma célula atomizadora de quartzo em forma de T
também foram utilizados. A vazéo do gas carreador (Ar, 140 mL min™) foi escolhida
respeitando a condicdo de compromisso entre o ruido minimo e a sensibilidade
maxima. Um controlador de vazéo (ASA, Sesto San Giovanni, Italia) foi utilizado para
regular com precisédo a vazao do gas Ar durante os experimentos. As determinagdes
utilizando a HGAAS multielementar foram realizadas com o espectrémetro operando
no modo sequencial rapido e a aquisicdo de dados foi realizada no modo
“integration”. E importante ressaltar que o modo integration n&do corresponde a
integracdo do sinal analitico (obtencdo da area). Nesse modo de medida o sinal
analitico € monitorado por um determinado periodo de tempo e a cada segundo séo
coletados 60 sinais de absorbancia. O resultado mostrado para o operador é a

média destes valores de absorbancia.
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9.3 — Reagentes, solucdes analiticas e amostras

Reagentes de pureza analitica e agua desionizada por sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, EUA) foram utilizados para preparar as solu¢des. Toda a
vidraria e frascos plasticos utilizados foram lavados com detergente neutro e agua
corrente, enxaguados com agua destilada e deixados em banho acido (HNO3; 10%
v/v) por 24 h. Depois de retirado do banho acido, o material foi enxaguado com agua
desionizada e deixado em capela de fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil) para
secagem. As solucdes de referéncia de As e Sb (0,375 a 15 ug L™*) foram
preparadas por sucessivas diluicbes das solu¢des estoque de concentracao 1000
mg L™ (Teclab, Hexis, Sdo Paulo, Brasil). Uma solugdo contendo KI 12% m v * em
agua desionizada foi preparada antes de cada utilizacdo. Tetrahidroborato de sédio
foi preparado dissolvendo uma quantidade apropriada do mesmo em uma solugéao
de NaOH 0,5% (m/v). Acido cloridrico foi previamente purificado utilizando um
sistema de sub-destilacdo (Marconi, Piracicaba, Brasil). Para estudar a influéncia de
possiveis interferentes (Cu, Co, Ni, Fe, Mn e Zn), solucbes estoque de 1000 mg L™
foram utilizadas para preparar as solugbes de trabalho. Amostras de agua mineral
em garrafas PET foram adquiridas em trés estados do Brasil (Minas Gerais, Rio de

Janeiro e Sao Paulo).

9.4 — Preparo das amostras e dos materiais de refer éncia

certificados

Dois materiais de referéncia certificados (CRM, do inglés Certified
Reference Material) foram utilizados para estimar a exatiddo do método proposto:
trace elements in water (NIST 1643e) e trace metals in drinking water (HPS TMDW).
No método proposto, 10 mL de amostra comercial, 1 mL de HCl 12 mol L e 1 mL
de Kl 12% m v* sdo pipetados em um frasco de polipropileno de 15 mL. Neste caso,
a concentracdo final de HCl é de 1 mol L* e a de KI é de 1% m v™. Essas
concentracOes finais sdo as recomendadas pelo manual do usuario do VGA-77. A
etapa de pré-reducdo foi realizada através do aquecimento dos frascos em um
banho de agua a 80 °C por 10 min. Nesta etapa é esperado que as espécies As e Sh
que se encontram no estado de oxidacdo +5 sejam reduzidas para As®" e Sb%". As
amostras certificadas e as solucdes de calibracdo foram preparadas utilizando o
mesmo procedimento. As determinacdes de As e Sb nos CRMs foram realizadas
apos diluicdes adequadas & faixa linear de calibracdo (0,375 a 15 ug L™).
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10 — Resultados e discusséao
10.1 — Avaliacdo do tempo de atraso para aquisicao do sinal
analitico

Quando se usa o modo de introduc¢do continua de amostra, uma vez
gue o volume interno do tubo atomizador de quartzo é preenchido com os hidretos e
alcanca a condicao estacionaria, o valor de absorbancia obtida € um sinal constante.
Neste momento, As e Sb podem ser determinados pelo espectrémetro no modo
sequencial rapido. Também é crucial que a linha de base para cada analito retorne a
zero para evitar os efeitos de memdria. Logo, o tempo de atraso para aquisicdo do
sinal analitico deve ser otimizado. Para avaliar o desempenho da HGAAS para a
determinacdo sequencial de As e Sb, preparou-se uma solucdo multielementar
contendo 15 pg L™ de As e 15 pg L™ de Sb (solucdo de maior concentracdo da curva
de calibracéo) e o perfil do sinal de cada analito foi obtido separadamente.

Para verificar a maxima absorbancia alcancada pelo As, a solucao foi
introduzida continuamente e a absorbancia obtida em 193,7 nm foi registrada
durante 30 s. Para verificar a ocorréncia de efeitos de memoaria, agua desionizada foi
introduzida imediatamente apds e o perfil do sinal foi registrado novamente por mais
30 s. O mesmo procedimento foi repetido para o Sb (217,6 nm). A Figura 2.2 mostra
o perfil dos sinais obtidos para As e Sb utilizando as condi¢Ges otimizadas (HCI 5
mol L e NaBH,0,8% m v''). Como pode ser visto na Figura 2.2, o tempo necessario
para a estabilizacdo do sinal para os elementos € cerca de 20 s e 0 tempo minimo
para evitar efeitos de memoria é 15 s. Portanto, o tempo de atraso de leitura
escolhido foi de 20 s.
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FIGURA 2.2 — Perfil dos sinais analiticos de As e Sb obtidos separadamente

utilizando as condic¢des otimizadas.

10.2 — Avaliacéo do tempo de aquisicéo do sinal ana  litico

Depois de selecionar o tempo de atraso de leitura, diferentes tempos
de aquisicdo do sinal, de 0,5 a 4 s, foram avaliados através da determinagdo do
desvio padréo relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) obtido para 10
medidas de um ponto intermediario da curva de calibracdo multielementar (As 5 pg
LYe Sb5pugL™h.

Como pode ser visto na Figura 2.3, a precisdo melhora com o0 aumento
do tempo de aquisicdo. Adotando-se um tempo de aquisicdo de 3 s para cada
elemento, o RSD obtido é normalmente tolerado em trabalhos praticos: 1,4% para
As e 1,3% para Sb. Portanto, apés 20 s de atraso para aquisicdo do sinal, As e Sb
podem ser determinados em 6 s (3 s para cada elemento). E importante ressaltar
que o valor da absorbancia fornecida pelo programa do equipamento apos cada
segundo é na verdade uma média de 60 sinais (modo “integration”). Além disso, os

valores de RSD obtidos por HGAAS com o método proposto sdo compativeis com 0s
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alcancados por FRESCHI et al.*®* (de 1,0 a 3,5% para As e Sh) quando o
“aprisionamento de hidretos em atomizador” com SIMAAS foi utilizado.

7 —=—Sh (5pug L")

—e—As(5pugL?)

RSD (%)

0 T T
0 1 2 3 4

Tempo (S)

FIGURA 2.3 — Avaliacdo do tempo de aquisi¢cao do sinal analitico.

10.3 — Otimizacdo das concentracdoes de HCl e NaBH 4 utilizando

planejamento composto central 2 2 + estrela

Duas variaveis que poderiam afetar consideravelmente o sinal analitico
foram identificadas: a concentracdo de NaBH,; e a concentracdo de HCI. Estas
variaveis foram avaliadas utilizando um planejamento composto central 2° + estrela.
O planejamento completo pode ser visto na Tabela 2.1. Este tipo de

planejamento***3

permite o estudo das duas variaveis em cinco niveis normalizados
diferentes (de -vV2 a v2) utilizando somente 11 experimentos com 3 réplicas no ponto
central (variaveis normalizadas em zero). Todos os ensaios foram efetuados em
ordem aleatéria para evitar erros sistematicos. A concentragcdo das variaveis

variaram de 2 a 8 mol L™ para o HCl e de 0,4 a 0,8% (m/v) para o NaBHa.
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TABELA 2.1 — Planejamento composto central 2% + estrela.

HCI NaBH4 Absorbéancia
Experimento Real Real

(mol L) Norm. % m v Norm. As Sb

1 3 -1 0,5 -1 0,128 0,203
2 7 1 0,5 -1 0,244 0,199
3 3 -1 0,7 1 0,143 0,205
4 7 1 0,7 1 0,151 0,208
5 2 -V2 0,6 0 0,132 0,197
6 8 V2 0,6 0 0,146 0,197
7 5 0 0,4 /2 0,128 0,208
8 5 0 0,8 v2 0,153 0,209
9 5 0 0,6 0 0,145 0,205
10 5 0 0,6 0 0,141 0,204
11 5 0 0,6 0 0,141 0,205

Uma solucédo multielementar contendo As e Sb ambos na concentracéo
de 10 pg L™ foi utilizada em todos os experimentos. Para verificar a absorbancia
méxima alcancada por As e Sb, a solu¢cdo padrdo, o HClI e o NaBH,; foram
introduzidos conforme o sistema HGAAS mostrado na Figura 2.1 com o
espectrometro funcionando no modo sequencial rapido utilizando tempo de atraso
de leitura de 20 s e tempo de aquisicado de sinal de 3 s por elemento. A absorbancia
obtida para As e Sb em cada experimento pode ser vista na Tabela 2.1. Dois
modelos empiricos (As e Sh) foram propostos e a analise da variancia (ANOVA) foi
calculada. Nenhum modelo apresentou falta de ajuste visto que as razdes entre a
média quadratica para a falta de ajuste (MSLoF, do inglés Mean Square for Lack of
Fit) e a média quadratica para o erro puro (MSPE, do inglés Mean Square for Pure

4243 sgo inferiores ao valor tabelado de F (19,16 com 95% de confianca). Estes

Error)
dois parametros revelam informacdes sobre a qualidade dos modelos propostos. A
MSLoF evidencia se o0 modelo proposto estd bem ajustado aos valores
experimentais. A MSPE indica o erro proveniente das réplicas realizadas no ponto
central. Os dois parametros podem ser combinados e a média quadratica dos
residuos (MSr, do inglés Mean Square for Residue) pode ser usada para calcular os

erros dos coeficientes dos modelos. Além disso, os coeficientes de correlacdo foram
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maiores que 0,9 em ambos os casos. Os modelos empiricos (com os coeficientes
validos) obtidos para As e Sb foram:

As (Absorbancia) = 0,142 + 0,005HCI + 0,007NaBH,4

Sb (Absorbancia) = 0,204 — 0,0034(HCI)? + 0,0023(NaBH,)?

A Figura 2.4 mostra o gréfico de contorno e as equacdes para o As
(Figura 2.4a) e Sb (Figura 2.4b). Os maiores sinais analiticos para o As foram
obtidos quando ambos HCI| e NaBH,4 estavam nos maiores niveis. No caso do Sb, os
maiores sinais analiticos foram obtidos quando a concentracéo de HCl era 5 mol L™
e de NaBH, era 0,4 ou 0,8% m v™.

As (Absorbéancia) = 0,142 + 0,005HCI + 0,007NaBH,
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FIGURA 2.4 — Graficos de contorno e equacbes para As (a) e Sb (b) e a

sobreposicao dos graficos de contorno para As e Sb (c).

A Figura 2.4c mostra a sobreposicado dos graficos de As e Sb, sendo
que a regido em preto corresponde as melhores condi¢cdes analiticas para ambos.
Nesta regido, as concentracdes de HCl e NaBH,; sdo 5 mol L™ e 0,8% m v,
respectivamente. Estas condicbes foram utilizadas nos experimentos que se

seguem.

10.4 — Estudo com potenciais interferentes

Um planejamento fatorial fracionario 2°2 foi utilizado*? para investigar a
influéncia dos metais de transicdo usualmente encontrados em &guas minerais
incluindo Co(ll), Cu(ll), Fe(lll), Mn(ll), Ni(ll) e Zn(ll) na determinacdo sequencial de
As e Sb. Os niveis das concentracdes dos potenciais interferentes foram baseados

em Vvarios artigos publicados®>°

qgue reportam as concentragdes destes metais em
aguas minerais de 16 paises. As concentracdes de As e Sb foram fixadas em 10
ng L™ para todos os experimentos. As concentragdes do maior nivel (+1) para Co,
Cu, Fe, Mn, Ni e Zn (interferentes) foram 15, 400, 150, 500, 450 e 300 pg L%,
respectivamente, e as concentracdes do menor nivel (normalizadas em -1) para os
interferentes foram zero. A Figura 2.5 mostra os graficos de distribuicdo normal dos
contrastes calculados para As (Figura 2.5a) e Sb (Figura 2.5b). Como foi efetuado
um planejamento fracionario, os contrastes calculados correspondem a confusdo
entre efeitos primarios e efeitos de terceira ordem. Nenhum problema consideravel

de interferéncia foi observado para As e Sb considerando que o0s contrastes
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permaneceram em uma faixa que variou entre — 2,3 e 6,8% para As e entre -2,2 e
2,0% para Sb.
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FIGURA 2.5 — Gréficos de distribuicdo normal dos contrastes calculados para As (a)
e Sb (b).
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10.5 — Caracteristicas analiticas da HGAAS multiele  mentar

SolucBes multielementares contendo As e Sb (0,375 - 15 pg L) foram
preparadas e analisadas por HGAAS no modo multielementar sequencial utilizando
as condicdes otimizadas: HCI 5 mol L™, NaBH4 0,8% m v*, tempo de atraso de
leitura de 20 s e tempo de aquisicdo do sinal de 3 s para cada elemento. Limites de
deteccdo, repetibilidade, faixas lineares de calibragcdo, equacbes de regresséao,

coeficientes de correlagéo e frequéncia analitica podem ser vistos na Tabela 2.2.

TABELA 2.2 — Caracteristicas analiticas para determinacfes de As e Sb por HGAAS

multielementar.

Parametro As Sb

Equacédo de regressdo y=0,0164 x + 0,0056 y=0,0227 x + 0,0058
Coef. de correlacdo (r) 0,993 0,996

Faixa linear (ug L) 0,375 -15 0,375-15

3LOD (ug L™ 0,15 0,14

PRepetibilidade 1,4% 1,3%

Frequéncia analitica o
. . 275 determinagdes por hora
teorica maxima

2LOD: 30 branco/inclinacdo, n = 10.
b RSD (%): As e Sb ambos com 5 pg L™, n = 10.

O limite de deteccéo (LOD, do inglés limit of detection) é definido como
a concentracdo correspondente a trés vezes o desvio padrdo de 10 medidas do
branco dividido pela inclinacdo da curva analitica. A repetibilidade foi expressa pelo
RSD obtido através de 10 determina¢Bes de um ponto intermediario da curva de
calibracdo (As e Sb 5 pg L™). Os limites de deteccdo obtidos para As e Sb foram
0,15 e 0,14 ug L™, respectivamente. Estes valores de LOD sdo melhores que o0s
obtidos por MURPHY et al.*? utilizando um atomizador eletrotérmico de grafite como
célula aprisionadora e atomizadora de hidretos para determina¢gées multielementares
por SIMAAS (0,82 e 0,26 ug L™ para As e Sb, respectivamente). A “frequéncia
analitica tedrica maxima” foi calculada em 275 determinacgdes por hora ignorando-se

o0 tempo para trocar a amostra. Utilizando-se um amostrador automatico resultaria
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em uma frequéncia analitica de aproximadamente 100 determinagfes por hora, que

ainda € um valor excelente para a HGAAS.

10.6 — Determinacdao de As e Sb em dois CRMs por HGA AS

multielementar

A precisdo da HGAAS multielementar foi avaliada através da
determinacdo de As e Sb em dois CRMs ap6s diluicdo adequada (mencionada na
Parte experimental). As concentracdes obtidas com o método proposto estdo de
acordo com as certificadas para ambos os CRMs. As recuperacbes se situaram
entre 106 e 108% para As e entre 91 e 96 para Sb. Os resultados obtidos podem ser
vistos na Tabela 2.3.

TABELA 2.3 — Concentracbes de As e Sb certificadas e determinadas em dois
CRMs.

CRM Elemento  Certificado *HGAAS Recuperacéo
(Mg LY multielementar (%)
(g L)
Nist 1643e As 60,45 £ 0,72 64 2 106
TMDW-HPS As 80 86 x4 108
Nist 1643e Sb 58,30 £ 0,61 53,2+0,8 91
TMDW-HPS Sb 10 9,6 +£0,2 96

* media + desvio padréao, n=3.

10.7 — Determinacao de As e Sb em amostras de agua  mineral

Arsénio e Sb foram determinados em 5 amostras de agua mineral
engarrada adquiridas em 3 estados do Brasil conforme o “Preparo das amostras e
dos materiais de referéncia certificados” na Parte experimental. Solugdes de
referéncia contendo As e Sb (0,375 — 15 pg L™) foram utilizadas para a calibracgéo.
As concentracfes nas 5 amostras de agua mineral variaram de menos que 0,15
(LOD) a 3,96 pg L™* para As e de menos que 0,14 (LOD) a 0,61 ug L™ para Sb.
Estes resultados, que podem ser vistos na Tabela 2.4, estdo abaixo da concentracao
maxima permitida para As (10 ug L™) e Sb (20 pg L™) pelo WHO para &gua potavel.

GULER e ALPASLAN* analisaram 70 marcas de agua mineral engarrafada da



28

Turquia e encontraram concentracées de As e Sb de 0,12 a 30,63 ug L' e de 0,29 a
1,23 pg L™, respectivamente. Em outro estudo, FRENGSTAD et al.** determinaram
As e Sb em 22 amostras de agua mineral engarrafada da Noruega, Suécia,
Finlandia e Islandia, sendo que as concentracdes de As e Sb variaram de 0,02 a

1,72 pg L' e de 0,008 a 0,739 pg L™, respectivamente.

Tabela 2.4 — Valores de concentracdo de As e Sb determinados em 5 amostras de

agua mineral engarrafada.

Amostra  As (ug L™ Sb (ug L™)

A 3,96+0,02  0,61+0,06
<0,15 (LOD) 0,48 + 0,06
<0,15 (LOD)  <0,14 (LOD)
<0,15 (LOD) < 0,14 (LOD)
<0,15 (LOD) 0,39 +0,04

m O O @

10.8 — Beneficios da HGAAS multielementar

O método analitico proposto neste capitulo possui beneficios
consideraveis em relacdo ao modo monoelementar como a capacidade de realizar
determinacdes multielementares rapidas mantendo a mesma sensibilidade que a
HGAAS monoelementar e de consumir menor volume de amostra. A introdugéo de
amostra no modo continuo, mais simples de manusear em trabalhos de rotina, deve
ser utilizada para se obter a estabilizacdo do sinal, permitindo determinacdes
sequenciais. Infelizmente, existem algumas limitacbes relacionadas a geracao
simultanea de hidretos de possiveis analitos de interesse (tais como As, Bi, Ge, Pb,
Sb, Se, Sn e Te) para determinagdes multielementares quantitativas porque o0s
elementos a serem sequencialmente determinados devem se encontrar no estado
de oxidacao apropriado apds a etapa de pré-reducdo. Lamentavelmente, isto € dificil
de ser implementado simultaneamente para todos os elementos formadores de
hidretos utilizando o mesmo pré-redutor devido ao comportamento intrinseco de
cada elemento. Outro parametro que deve ser cuidadosamente avaliado na
determinacdo multielementar por HGAAS é a influéncia de possiveis interferentes
principalmente ao lidar com matrizes mais complexas. Portanto, ao usar o arranjo

instrumental proposto com tempo de atraso de leitura de 20 s e 3 s de medida para
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cada elemento, a analise de As e Sb pode ser realizada em menos de 30 s e apenas

3 mL de amostra sao consumidos.

11 — Conclusodes

A HGAAS multielementar permite uma reducédo substancial no tempo
de andlise em comparacdo com o modo monoelementar. Outra vantagem € a
reducdo do consumo de amostra e reagentes e a diminuicdo da geracdo de
residuos. Enfim, este € o primeiro estudo a propor determina¢cdes multielementares
por HGAAS com introducdo de amostra em fluxo continuo e atomizacdo em tubo de

qguartzo na chama.
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Capitulo 3

Determinacéo sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn em
suspensdes de amostras bioldgicas por
espectrometria de absorcao atdmica com forno

tubular na chama e aerossol térmico
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12 — Introducéo

A FAAS é uma ferramenta utilizada para a determinacao de elementos
na ordem de concentracdo de mg L™ sendo a técnica de espectrometria atdmica
mais utilizada em laboratérios de rotina para a determinagdo de elementos traco
devido a sua robustez, seletividade e baixo custo de execucédo quando comparado a
ICP OES. No entanto, devido a baixa eficiéncia na geracdo do aerossol e do
transporte da amostra, a FAAS experimenta uma desvantagem: poder de deteccao
relativamente baixo.*

O desenvolvimento da espectrometria de absorg¢do atdbmica com forno
tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS, do inglés Thermospray Flame
Furnace Atomic Absorption Spectrometry) em 2000 foi uma tentativa bem sucedida
para melhorar a sensibilidade da FAAS para 17 elementos (Ag, As, Au, Bi, Cd, Cu,
Hg, In, K, Pb, Pd, Rb, Sbh, Se, Te, Tl e Zn), aumentando a eficiéncia da geragcao do
aerossol e prolongando o tempo de residéncia dos analitos no volume de
observacdo.*®*’ Os limites de detecc&o obtidos para Cd, Cu, Pb e Zn foram 0,3, 4,2,
2,4 e 0,2 ug L, respectivamente. No sistema TS-FF-AAS, simples e de baixo custo,
um tubo de Ni € mantido acima de uma chama ar-acetileno e funciona como célula
de atomizacdo. A amostra pode ser introduzida na forma de solugdo ou suspenséao
diretamente no tubo atomizador através de um capilar ceramico que é aquecido
apenas pela chama do equipamento. Em estudos anteriores, a TS-FF-AAS foi
empregada principalmente para determinacdes de Cd, Cu, Pb e Zn em amostras

48-51 %9 o estudos com sinal de fundo.®

biolégicas, ambientais,**>® de alimentos,
Apesar destas vantagens, a TS-FF-AAS é um técnica monoelementar com baixa
frequéncia de amostragem quando comparado a FAAS: ao utilizar 200 pL de
amostra, leva-se cerca de 80 s para determinar cada elemento. No entanto, a
frequéncia analitica da TS-FF-AAS pode ser melhorada se conseguirmos combina-la
com a FS-FAAS.

A determinacdo de metais, tais como Cd, Cu e Pb em materiais
biolégicos apresenta algumas dificuldades devido & complexidade da matriz e a
baixa concentracdo dos analitos. Neste caso, métodos analiticos que requerem
extensa manipulacdo da amostra para a destruicdo da matéria organica ou extracao
dos analitos devem ser evitados.”® A utilizacdo da técnica de amostragem de
suspensdes provou ser uma alternativa util para preparar amostras bioldgicas,

reduzindo o consumo de produtos quimicos destrutivos. O risco de contaminacgéo da
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amostra, as perdas de analitos volateis em sistema aberto e o tempo total da analise
também s&o minimizados em comparacdo com a digestio acida.®

A introducdo de suspensdes € normalmente utilizada em GFAAS
devido ao melhor poder de deteccdo desta técnica em relacdo a FAAS. No entanto,
alguns inconvenientes como alto sinal de fundo e atomizagcé&o incompleta podem
comprometer a precisdo das andlises. Além disso, a acumulacdo de residuos de
carbono no interior do tubo atomizador pirolitico pode diminuir a sua vida Gtil.*®* Uma
alternativa interessante para a determinacéo de Cd, Cu, Pb e Zn em suspensdes de
materiais bioldgicos € o emprego da TS-FF-AAS pois esta técnica possui limites de
deteccdo para esses elementos préximos a GFAAS. Esta proposta foi desenvolvida
por PEREIRA-FILHO et al. em 2002 na qual Cd, Cu e Pb foram determinados em
suspensdes de materiais biolégicos por TS-FF-AAS no modo monoelementar.*® De
acordo com os autores, a temperatura acima de 1000 °C no interior do forno tubular
de Ni promoveu a decomposi¢do da amostra e a atomizacéo dos analitos. Um banho
de ultrassom foi utilizado para preparar as suspensdes (com HNO3 e Triton X-100) e
um tempo de cavitacdo de 15 min foi necessario para a homogeneizacdo de 5
amostras. O meétodo analitico desenvolvido pelos autores € muito elegante. No
entanto, suas limitagdes principais sdo o tempo necessario para 0 preparo das
suspensdes (15 min para cada grupo de 5 amostras) e o tempo gasto para se
realizar as medidas (96 s por determinac&o). Neste caso, uma melhora significativa
da frequéncia analitica pode ser obtida se conseguirmos desenvolver um
procedimento para homogeneizar suspensfes de varias amostras simultaneamente
seguido pela determinacédo sequencial de Cd, Cu e Pb utilizando a TS-FF-AAS no
modo multielementar.

Em TS-FF-AAS, é crucial manter a homogeneidade da suspenséo
durante sua introdugcdo no forno tubular para evitar a falta de repetibilidade e
problemas de entupimento do capilar ceramico. O detergente Triton X-100 pode ser
adicionado para evitar que as particulas formem grandes agregados e um agitador

magneético pode ser usado para impedir a sedimentacdo das particulas.

13 — Objetivos
Esta etapa da tese de doutorado teve como objetivos:
» Avaliar o potencial da TS-FF-AAS para a determinacdo
sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn em amostras bioldgicas;
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» Desenvolver e avaliar um procedimento analitico para
homogeneizar suspensées de amostras biolégicas e quantificar
com precisédo Cd, Cu, Pb e Zn utilizando o modo sequencial da
TS-FF-AAS. As suspensfes devem possuir particulas inferiores
a 100 upm para evitar problemas de repetibilidade ou
entupimento do capilar ceramico. Com o propdsito de se obter
um ganho expressivo na frequéncia analitica, o procedimento
de homogeneizacdo de suspensfes deve permitir o

processamento de varias amostras simultaneamente.

14 — Reviséo bibliografica
14.1 — Espectrometria de Absorcdo Atbmica com Forno Tubular na
Chama e Aerossol Térmico (TS-FF-AAS)

No sistema de introducdo de amostras utilizado na FAAS (via
nebulizador pneumatico) apenas cerca de 5 a 10% da amostra alcanca o
queimador.®* Em um nebulizador com aerossol térmico, o aerossol é produzido pela
passagem de uma solucdo através de um capilar aquecido, favorecendo o
transporte do analito. Observa-se o aumento da sensibilidade em comparagédo ao
sistema pneumatico de introducdo de amostras da maioria dos espectrémetros de
absorcdo atémica.®® O aerossol térmico (TS) foi originalmente desenvolvido por
VESTAL e FERGUSSON®® em 1985 como uma interface entre a cromatografia
liguida e a espectrometria de massa. Em espectrometria atbmica, o aquecimento do
capilar era feito eletricamente para manter a temperatura constante, e, desta forma,
limitava o0 uso da técnica a poucos elementos.

O uso de aerossol térmico para introducdo de amostras em tubo
atomizador foi primeiramente proposto por GASPAR e BERNDT*® em 2000, dando
origem a técnica TS-FF-AAS. Na TS-FF-AAS, um tubo de Ni € posicionado sobre a
chama ar/acetileno do queimador de um espectrometro de absorcédo atbmica e este
funciona como um atomizador. A amostra € introduzida no tubo através de um
capilar ceramico aquecido pela prépria chama do equipamento. A ponta do capilar
em contato com o tubo alcanca uma temperatura de aproximadamente 900 °C. O
transporte da amostra € efetuado por uma bomba peristaltica. Ao atingir a
extremidade do capilar, a amostra é imediatamente vaporizada, sendo totalmente

introduzida no volume de absorcgéo. A técnica é efetiva para elementos relativamente
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volateis.*®*” No primeiro trabalho publicado foram avaliados o diametro do capilar
ceramico, volume da amostra, vazdo da solucao carreadora e composi¢ao do tubo
atomizador. A completa introducdo da amostra no tubo atomizador e o aumento do
tempo de permanéncia da nuvem atdmica no caminho 6ptico propiciaram limites de
deteccdo bem inferiores quando comparados com a FAAS, sendo 0,19 ug L™ para
Cd, 1,3 pg L™ para Cu, 21 pg L™ para Hg, 13 pg L™ para Pb e 5,2 pg L™ para Tl (57,
14, 67, 31 e 17 vezes menores para Cd, Cu, Hg, Pb e TI, respectivamente). Os
autores previram que o aumento da sensibilidade poderia ser obtido para mais 12
elementos (Ag, As, Au, Bi, In, K, Pd, Rb, Sb, Se, Te e Zn).*®

Em 2002, PEREIRA-FILHO et al.*® determinaram Cd, Cu e Pb em
suspensdes de amostras biolégicas através da TS-FF-AAS aproveitando o ambiente
oxidante acima de 1000 °C no interior do tubo atomizador quando se usa HNO;3 para
promover simultaneamente a digestédo das amostras e a atomizagédo dos analitos. As
amostras foram preparadas em HNO3 e Triton X-100, homogeneizadas em banho de
ultrassom e introduzidas na forma de suspensdes. O volume de injecao foi de 300
ML. Para a avaliacdo da exatiddo através da aplicacdo do teste t ndo pareado, 0s
autores efetuaram determinacées em suspensdes preparadas a partir de amostras
de materiais certificados de referéncia (espinafre, figado bovino, folhas de citricos e
folnas de tomateiro). Observou-se que os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos valores certificados em um nivel de
confianga de 95%.

Em 2002, GASPAR et al.®’ utilizaram um capilar de silica fundida para
a geracao do aerossol térmico e um cilindro de gas com presséao de 1 MPa (10 bar)
para transportar as amostras. O meétodo se mostrou vantajoso para volumes de
amostra inferiores a 10 puL. Amostras com volume de 0,3 L contendo 5 pg mL™* de
Pb foram analisadas e o limite de deteccdo encontrado neste caso foi de 69 pg L™
(6,5 vezes menor que em FAAS). Resultados similares também foram obtidos para
Cd, Hg, Tl e Zn.

Em 2003, outros parametros relacionados a TS-FF-AAS como
composicao, diametro e espessura do tubo atomizador, natureza do capilar ceramico
e vazdo do carreador foram otimizados por DAVIES e BERNDT.* Melhor
sensibilidade foi obtida utilizando-se tubo de Ni de 100 mm de comprimento, com d.i.
de 10 mm, diametro externo (d.e.) de 12 mm e com 6 orificios de 2 mm de diametro

na parte inferior que permitiu a entrada parcial da chama de ar/acetileno. O capilar
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de alumina ndo porosa de 100 mm de comprimento, com 0,5 mm d.i. e 2,0 mm d.e.
apresentou melhor desempenho, assim como a vazéo de 0,4 mL min™. Observou-se
um aumento no poder de deteccdo de 3 a 100 vezes para 17 elementos (Ag, As, Au,
Bi, Cd, Cu, Hg, In, K, Pb, Pd, Rb, Sb, Se, Te, Tl e Zn) comparado a FAAS (Tabela
3.1), sendo que os limites de deteccéo ficaram na faixa de 0,2 pg L™ (zn) a 310
ug L™ (Se).

TABELA 3.1 - Limites de deteccdo de 17 elementos medidos por TS-FF-AAS e por

FAAS convencional no mesmo instrumento.*’

Elemento  Limite de detecgdo para Limite de deteccdo  Ganho de sensibilidade

TS-FF-AAS (ugL™")  paraFAAS (ugL™")  emrelacéo a FAAS

Ag 0,6 9 15
As 260 940 4
Au 14 74

Bi 16 250 16
cd 0,3 34 113
Cu 4,2 14 3
Hg 68 1500 22
In 53 144

K 2,8 7

Pb 2,4 220 92
Pd 62 230 4
RD 9 300 33
Sb 40 1600 40
Se 310 930 3
Te 18 290 16
Tl 3,8 120 32
Zn 0,2 9 45

Em 2004, TARLEY e ARRUDA®® conseguiram aumentar a
sensibilidade nas determinacbes de Cd em TS-FF-AAS utilizando a pré-
concentracdo em linha. Inicialmente, Cd foi complexado com O,O-dietilditiofosfato de
amonio (DDTP). O complexo formado foi adsorvido em uma espuma de poliuretano

(PUF, do inglés polyurethane foam) e posteriormente eluido com etanol 80% (v/v).
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Neste trabalho foram avaliados a massa de adsorvente, concentragcdo do agente
complexante, pH de formacdo do complexo, taxas de pré-concentracdo e eluicdo.
Radiacdo micro-ondas foi utilizada para digerir as amostras e o limite de deteccéo
atingido foi de 0,12 pg L™ (216 vezes mais sensivel em relacdo a FAAS). A faixa
linear de trabalho foi de 0,4 a 15,0 pg L™.

Com o objetivo de proporcionar maior sensibilidade nas determinacgdes
de Cd e Pb, IVANOVA et al.®® desenvolveram um sistema de pré-concentracio
baseado em uma coluna de cromatografia liquida de C18 utlizando o agente
quelante pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC) e metanol 60% (v/v) como
eluente. Foram utilizados 20 mL de amostra. Os limites de detecg&o obtidos foram
0,007 pg L™ para Cd e 0,17 pg L™ para Pb.

GONZALEZ et al.*? determinaram Cd, Pb e Zn em 4guas e sedimentos
marinhos. Salmoura sintética foi utilizada como matriz para preparar as curvas de
calibracdo. Os limites de deteccéo obtidos foram de 0,32, 2,6 e 0,21 pg L™ para Cd,
Pb e Zn, respectivamente.

Cobre e Zn foram determinados em amostras de suco de frutas e leite

1.5 em 2004. As amostras

bovino sem qualquer pré-tratamento por NASCENTES et a
foram diluidas em agua ou em solucdo de aminas terciarias soliveis em agua (CFA-
C, 20% v/v). Uma solucéo de H,0O, 1% v/v foi injetada apds cada medida para evitar
o0 acumulo de residuos de acucar e carbono na extremidade do capilar ceramico. Os
limites de deteccdo em solucdes aquosas foram 2,2 ug L™ para Cu e 0,9 ug L™ para
Zn.

PEREIRA et al.*® determinaram Cd e Pb em amostras de agua pré-
concentrando os analitos por formacdo de um complexo com APDC com posterior
adsorcdo do mesmo em 40 mg de uma mistura de fulerenos Cgp € C7o. Os limites de
deteccdo calculados para Cd e Pb foram, respectivamente 0,1 e 2,4 uyg L™ com
desvios padrao relativos menores que 4,5% (n = 10). Resultados obtidos a partir da
aplicacao da GFAAS foram usados para confirmar a exatiddo do método.

Em 2005, NASCENTES et al.>* determinaram Cu, Mn, Pb e Zn em
amostras de cerveja sem digestdo prévia usando a TS-FF-AAS. As amostras foram
desgaseificadas em banho de ultra-som e diluidas com HNO3 0,14 mol L™. Utilizou-
se 0 método da adicdo de padrao, pois a calibracdo em meio aquoso provocou erros

negativos para todos os analitos. Para evitar efeitos de dispersao na interface entre



37

amostra e transportador, utilizou-se ar como transportador. Os limites de deteccéo
obtidos foram 2,2, 18, 1,5 e 0,9 ug L™ para Cu, Mn, Pb e Zn, respectivamente.

LOBO et al.” utilizaram a TS-FF-AAS para determinar Sn em solucées
analiticas como alternativa ao uso da chama de 6xido nitroso-acetileno em FAAS.
Esta proposta visava diminuir os efeitos de desgaste no espectrOmetro causados
pela alta temperatura da chama oOxido nitroso-acetileno. O limite de deteccao
atingido foi de 1,7 mg L™

TARLEY et al.”* utilizaram a TS-FF-AAS na determinacdo de Cu em
amostras de aguas. Cobre foi complexado com DDTP e posteriormente eluido com
etanol 80% (v/v). Empregou-se planejamento fatorial para otimiza¢c&o do pH, vazéo e
concentracdo de DDTP. O limite de deteccéo calculado foi 0,22 ug L™.

BRANCALION e ARRUDA’? determinaram Cd em amostras de plantas
medicinais por TS-FF-AAS apos digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em
minifrascos de polipropileno. Foram utilizados 5 mg de amostra e 400 pL de
reagentes (HNO3 concentrado e H,O, 30% (m/m)). O limite de deteccao calculado foi
de 0,9 pg L. A exatiddo do método foi confirmada com a determinacdo de Cd em
amostras de referéncia certificadas de centeio e figado bovino.

Ainda no ano de 2005, utilizando um fluxo de ar comprimido de baixa
pressdo (< 20 kPa) para o transporte da amostra, BERNDT e PULVERMACHER"®
determinaram Cd e Pb em amostras de pimenta. Os limites de deteccao calculados
foram 0,005 e 0,1 yg g* para Cd e Pb, respectivamente. Também foram obtidos
baixos limites de detec¢ao para Hg e Tl.

Em 2006, DONATI et al.”* aplicaram extracdo acida e pré-concentracio
por extragcdo em ponto nuvem para determinacdo de Co em materiais biolégicos por
TS-FF-AAS. Através da formacdo de compostos volateis de Co contornou-se o
problema relativo a baixa sensibilidade devido a alta temperatura de atomizacéo
deste elemento. Os autores estudaram os efeitos de interferéncia no sinal de Co
pelos concomitantes Al, Cu, Fe, Mn e Zn, sendo que apenas para Al e Fe foi
observada uma diminuicdo do sinal da ordem de 60 vezes. Esse problema foi
solucionado usando-se HCI 1,0 mol L™ na extracdo. A melhor sensibilidade foi obtida
empregando-se APDC como complexante e Triton X-114 como surfactante, sendo
obtido um limite de deteccdo de 2,1 ug L™. Esse procedimento permitiu um aumento
de sensibilidade de aproximadamente 200 vezes na determinacdo de Co em relacéo

a determinacdo deste metal por TS-FF-AAS sem a pré-concentracdo. A verificacdo
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da exatiddo do método foi realizada pela quantificagdo de Co em amostras de
referéncia de figado bovino e de folhas de tomateiro.

WU et al.®® aplicaram a pré-concentracdo por extracdo em ponto
nuvem utilizando Triton X-114 e APDC para determinacdo de Cd em amostras de
agua e urina. Os autores investigaram os efeitos da altura do queimador, velocidade
da bomba peristaltica e vazdo dos gases para obter melhor intensidade e
estabilidade do sinal analitico. O limite de detecc&do alcancado foi de 0,04 pg L™ para
um volume de amostra de 10 mL. Os resultados encontrados para Cd em amostras
de &gua e urina concordaram com os obtidos por ICP-MS.

PETRUCELLI et al.” caracterizaram varios tipos de tubos metélicos
atomizadores utilizados em TS-FF-AAS antes e depois de serem usados nas
determinacdes de Cd, Cu, Mn, Pb e Zn em soluc¢des aquosas, amostras ambientais
(lodo de esgoto) e alimenticias. Tubos de Ni (99%) e de Ti (99%) tiveram o0s
melhores desempenhos, porém a formagéo de 6xido de titdnio (TiO,) na superficie
externa dos tubos de Ti acarretou em um curto tempo de vida dos mesmos
(aproximadamente 5 h). Fluorescéncia de raios-X (XRF) e microscopia eletrénica de
varredura (SEM) juntamente com as ferramentas quimiométricas andlise de
componentes principais (PCA) e PCA de imagens foram usadas na obtencdo de
informacdes sobre a morfologia da superficie. Tubos de Ni apresentaram resultados
reprodutiveis mesmo apds 88 h de uso e tubos de Ti propiciaram um aumento de
sensibilidade para o elemento Cu de 2,5 vezes quando comparado ao tubo de Ni,
com limite de detecc&o de 6,5 ug L™.

TARLEY et al.”® conseguiram aumentar a sensibilidade (640 vezes em
relacdo a FAAS) para as determinacdes de Cd através do acoplamento de um
sistema de pré-concentracdo em fluxo utilizando nanotubos de carbono e TS-FF-
AAS. A pré-concentracdo de Cd foi feita em pH igual a 4,9 durante 2 min a uma
vazdo de 5 mL min™. Os limites de deteccéio e quantificacdo obtidos foram 11,4 e
38,1 ng L, respectivamente.

Utilizando uma mini-coluna contendo bagaco de uvas, MATOS e
ARRUDA’’” empregaram a pré-concentracéo online para determinar Cd em materiais
de referéncia certificados. A eluicdo dos fons metalicos foi feita com HCI 1 mol L™. O
limite de deteccdo alcancado foi 0,03 ug L. Os resultados obtidos concordaram

com as concentracgdes certificadas a um nivel de 95% de confianca.
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Em 2007, AMORIM e BEZERRA* quantificaram Cd em niveis
ultratraco em amostras de vegetais por TS-FF-AAS utilizando a complexagcdo em
fluxo em uma coluna de Amberlite XAD-2 impregnada com 2-(2-tiazolilazo)-5-
dimetilaminofenol (TAM) e posterior eluicdo com HCI 1,0 mol L. O limite de
deteccéo obtido foi de 8,0 ng L. O metal pdde ser determinado com adequada
concordancia em materias certificados de referéncia de farinha de arroz, folhas de
macieira e folhas de pomar.

PETRUCELLI et al.>® determinaram Cd e Pb em amostras de lodo de
esgoto associando modelos de calibracdo multivariada com TS-FF-AAS. As
suspensdes foram estabilizadas com Triton X-100 e homogeneizadas em banho de
ultrassom. Limites de deteccéo de 0,2 e 0,7 ug kg™ foram obtidos para Cd e Pb,
respectivamente, aplicando-se o método dos minimos quadrados parciais (PLS) ao
perfil total do pico obtido em 57 s de analise. Quatro estratégias de calibracdo foram
avaliadas e as concentracbes dos metais nas amostras de lodo de esgoto variaram
de 1,87 a 6,26 mg kg™ para Cd e de 101 a 327 mg kg™ para Pb. A frequéncia
analitica foi de 60 determinacées h™. Esse procedimento pode ser expandido
principalmente em casos onde possam existir pronunciados efeitos de interferéncia
causados por concomitantes.

ROSINI et al.”® avaliaram o comportamento do Se em TS-FF-AAS.
Amostras biologicas foram digeridas com o emprego da radiacdo micro-ondas, e
utilizou-se planejamento fatorial para otimizacdo de algumas variaveis que poderiam
interferir nos valores das absorbancias. Na otimizacdo foram selecionados o0s
seguintes parametros: chama oxidante, agua como transportador (vazao de 0,4 mL
min™), altura do queimador de 1,5 cm acima da chama e volume de amostra
introduzido no atomizador (tubo de Ni) de 600 uL. Apés a confirmacao de possiveis
efeitos de interferéncia de concomitantes presentes em materiais bioldégicos, como
Ca, K, Mg e Na, utilizou-se o método de adicado de analito, obtendo-se um limite de
deteccdo de 8,7 ug L™. Materiais de referéncia de rim suino e de mexilhdo foram
utilizados para a avaliagcdo da exatiddo do método, sendo que os valores obtidos
foram concordantes com aqueles certificados em um nivel de confianga de 95%.

BRANCALION et al.” confirmaram que o efeito Lendeinfrost governa o
processo de geracdo do aerossol, descrito por Gaspar e Berndt*’ em 2000, ao

utilizar uma camera de alta velocidade para obter imagens do aerossol térmico que
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se forma dentro do tubo atomizador. Uma camada de vapor se forma entre o liquido
e a parede quente do capilar e a gota evapora lentamente dentro do atomizador.

Em 2008, WU et al.?® determinaram ultratracos de Ag em matrizes
complexas utilizando procedimentos de extracdo em ponto nuvem e TS-FF-AAS.
Inicialmente, o complexo Cu-DDTC foi formado a partir da reacédo de fons Cu®** com
DDTC (dietilditiocarbamato). Apos a remocdo da fase aquosa, uma solugédo
contendo ions Ag® foi adicionada e o procedimento de extracdo em ponto nuvem foi
realizado novamente. Como a estabilidade do complexo Ag-DDTC é maior que a do
Cu-DDTC, fons Ag' substituiram os fons Cu®* do complexo Cu-DDTC. A fase
surfactante contendo Ag foi diluida para diminuicdo da viscosidade e injetada no
tubo atomizador para a determinacdo de Ag por TS-FF-AAS. O limite de deteccéo
obtido foi de 0,2 ug L™.

Para gerar compostos de Co mais volateis que pudessem ser
determinados por TS-FF-AAS, MATOS e ARRUDA®! complexaram Co com DDTC. A
reacdo do metal com o complexante NaDDTC gerou o composto volatil, que foi
determinado por TS-FF-AAS. Apds a otimizacdo de parametros como pH,
concentracéo e volume do complexante, volume de amostra, composi¢cado da chama
e configuracdo do tubo atomizador, foi observado um limite de deteccéo de 7 ug L™
O aumento de sensibilidade foi de 17 vezes em relacdo a determinacdo por FAAS.
Materiais de referéncia de sedimento de lago e sedimento marinho foram usados
para a avaliacdo da exatiddo do método, sendo que os valores obtidos concordaram
com os certificados em um nivel de confianga de 95%.

COELHO et al.?? realizaram a determinagéo multielementar sequencial
de Cd, Cu e Pb em amostras de agua mineral utilizando a técnica de pré-
concentracdo por ponto nuvem com 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) como
complexante e Triton X-114 como surfactante. Os autores otimizaram o volume de
solugdo de NaCl 1% (m/v), pH e concentragcdo do tampao borato. Os limites de
deteccdo obtidos foram de 0,025, 0,38 e 0,43 pg L* para Cd, Cu e Pb,
respectivamente. Para avaliar a exatiddo do método, os analitos foram determinados
em material de referéncia de elementos tragco em agua, com valores concordantes
em nivel de confianga de 95%.

SCHIAVO et al.*® avaliaram a TS-FF-AAS na determinacéo direta de
Cd, Cu e Pb em amostras de vinho e de suco de uva. O procedimento desenvolvido

nao requereu digestdo acida preliminar. Um volume de 150 pL foi introduzido em um
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tubo de Ni utilizando um fluxo de 0,54 mL min™ e uma solugéo de HNO3 0,14 mol L™
foi usada como carreador. Avaliou-se o efeito do etanol em diversas concentragoes
sobre os sinais analiticos de Cd, Cu e Pb. O método de adi¢céo de analito foi utilizado
durante as determinacfes. Os limites de deteccéo obtidos foram de 1,8, 13 e 5,3 ug
L™ para Cd, Cu e Pb, respectivamente.

LOBO et al.®® desenvolveram um procedimento analitico para
determinacdo de Sn em alimentos enlatados por TS-FF-AAS utilizando um tubo
ceramico como célula de atomizacéo. Vazéao do carreador (ar), volume da amostra, e
concentracéo acida (HCI) foram avaliados para a otimizacéo do sistema TS-FF-AAS.
O limite de deteccéo obtido foi de 0,8 mg L™.

SCHIAVO e NOBREGA® avaliaram os efeitos causados pelos
concomitantes Na(l), K(I), Ca(ll), e Mg(ll) na atomizacao de Co e Mn utilizando a TS-
FF-AAS. Severos efeitos de interferéncia foram observados para todos os
concomitantes, os quais variaram de -101,0% a +360,0% para Co e de -117,5% a
+175,5% para Mn.

Em 2009, um método simples e sensivel foi desenvolvido por WEN et
al.®® para a determinacdo de Cd em arroz e &gua utilizando injecdo em fluxo em
linha e um reator de precipitacdo-dissolugdo como um sistema de pré-concentracao
para analise por TS-FF-AAS. A pré-concentracao foi obtida através da precipitacao
de hidroxido de cadmio no reator e subsequente eluicdo do precipitado com HNO3; 1
mol L*. Em seguida, o eluente foi introduzido no sistema TS-FF-AAS para a
determinacdo de Cd. O Limite de detecc&o atingido foi de 0,04 ug L™.

MIRANDA et al.?° utilizaram os sinais de fundo obtidos por TS-FF-AAS
e calibracdo multivariada para acessarem a concentracdo total de concomitantes.
Uma amostra farmacéutica contendo 3 g L™ de concentracéo total de Ca, K, Mg e
Na foi analisada com o método proposto e o erro relativo foi de 3%.

DA-COL et al.®® determinaram Fe e Zn por FAAS e Cd e Pb por TS-FF-
AAS em amostras de alimentos. Um procedimento de extracdo utilizando 100 mg de
amostra e HCI 0,1 mol L™ foi proposto. Figado bovino (SRM 1577b) foi utilizado
como material de referéncia certificado para avaliar as recuperagdes nas
determinacdes dos quatro elementos. Cadmio e Zn apresentaram resultados
adequados e o teor de Fe apresentou alta correlacdo com o tamanho de particula da
amostra. Cadmio e chumbo ndo foram encontrados nas amostras de alimentos

estudadas.
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GOMES e PEREIRA-FILHO® avaliaram a determinacdo de Cu por TS-
FF-AAS usando tubos atomizadores de Ni e Ti. A utilizagéo de tubos de Ti inseridos
em tubos de Ni sobre uma chama de ar/acetileno gerou um aumento de
sensibilidade de quatro vezes para a determinacdo de Cu em comparacdo com 0
tubo de Ni. O aumento de sensibilidade é devido a formag&o de TiO; no interior do
tubo de Ti que causa uma melhora na atomizagcao do Cu. Testes realizados com
concomitantes (Na, K, Ca e Mg) mostraram que os tubos de Ni e Ni/Ti possuem 0
mesmo comportamento. A precisdo do método foi verificada utilizando-se amostras
certificadas de materiais biol6gicos que foram digeridas com HNO3; em forno de
micro-ondas com cavidade. O limite de detecco atingido foi de 2 ug L™ para Cu.

SOUZA et al.®® determinaram os teores totais e biodisponiveis de Cd e
Pb em amostras de sedimentos dos rios Jundiai e Pirai e em amostras de lodo de
esgoto por TS-FF-AAS. Os valores da concentragao total de Cd e Pb atingiram 2,47
e 24,7 ug g™ respectivamente. O lodo de esgoto apresentou concentracées maximas

de Cd e Pb de 4,01 e 171 pg g, respectivamente.

15 — Parte experimental

15.1 — Instrumentacéao

Os experimentos com TS-FF-AAS foram realizados em um
espectrometro de absorcdo atbmica sequencial rapido com chama (Spectra
AA240FS; Varian, Mulgrave, Australia) com correcéo de fundo feita por lampada de
deutério. Lampadas de catodo oco de Cd, Cu, Pb e Zn (Varian) foram utilizadas
como fontes de radiacdo e os valores dos parametros utilizados no equipamento

podem ser visualizados na Tabela 3.2.

TABELA 3.2 — Parametros utilizados no espectrébmetro de absorcdo atdbmica para
determinacdes de Cd, Cu, Pb e Zn por TS-FF-AAS.

Parametro Cd Cu Pb Zn
Comprimento de onda (nm) 228,8 324,8 283,3 213,9
Corrente da lampada de catodo oco (mA) 4,0 4,0 10 5,0

Resolu¢cdo do monocromador (nm) 0,5 0,5 0,5 1,0
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A chama ar/acetileno (13,5 L min'%/2,0 L min™) foi utilizada em todos os
experimentos. Amostras de chi foram moidas utilizando um moinho criogénico
modelo MA 775 (Marconi, Piracicaba, Brasil). Um forno de micro-ondas com
cavidade equipado com frascos de PFA modelo Ethos (Milestone, Sorisole, Italia) foi
utiizado para digerir as amostras. O procedimento de homogeneizacdo das
suspensdes foi realizado em tubos de vidro de centrifuga de 24 mL posicionados em
um mini bloco digestor com 32 cavidades (17 mm d.i.) modelo MA-4005 (Marconi,

Piracicaba, Brasil).

15.2 — Reagentes, solucfes analiticas e amostras

Reagentes de pureza analitica e agua desionizada por sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, EUA) foram utilizados para preparar as solu¢des. Toda a
vidraria e frascos plasticos utilizados foram lavados com agua corrente e detergente
neutro, enxaguado com agua destilada e deixados em banho acido (HNO3; 10% v/v)
por 24 h. Depois de retirado do banho acido, o material foi enxaguado com agua
desionizada e deixado em capela de fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil) para
secagem. As solucées padrdo de referéncia de Cd (1,0 - 40 pg L™), Cu (50 - 1000 pg
L"), Pb (20 - 1000 pg L™) e Zn (0,5 - 20 ug L™) foram preparadas por sucessivas
diluicdes das solucdes estoque de concentracdo 1000 mg L™ (Teclab, Hexis, Sdo
Paulo, Brasil). Acido nitrico 14 mol L™, peréxido de hidrogénio 30% (m/m) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e Triton X-100 (Roth, Karlsruhe, Alemanha) foram utilizados
para preparar as suspensdoes. Os CRMs Folhas de Faia, (BCR 100), Cabelo
Humano em PO (GBW 07601), Repolho branco (BCR 679), Folhas de Tomate
(1573a), Elementos Traco em Folhas de Espinafre (1570a) e Rim de Porco (BCR
186) foram utilizados para estimar a exatiddo do método proposto. Amostras de
folnas de cha foram adquiridas no mercado local da cidade de Sdo Carlos, Séo

Paulo, Brasil.

15.3 — Avaliacdo do potencial da TS-FF-AAS para a d eterminagcao
sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn
15.3.1 — Sistema TS-FF-AAS para determinagcdes monoe lementares

O sistema TS-FF-AAS consiste na unido de um sistema em fluxo a um
tubo metalico atomizador posicionado sobre a chama de um espectrbmetro de

absorcado atdmica. Na montagem do sistema em fluxo, foram utilizados:
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- bomba peristéltica de 8 canais (Ismatec, modelo MCP, Suica);

- tubos de Tygon® de diferentes diametros internos;

- tubos de polietileno para a configuracdo da alca de amostragem e
percurso do sistema em fluxo (0,8 mm d.i.).

- injetor comutador confeccionado em acrilico.

Um suporte de aco inoxidavel foi posicionado no queimador
ar/acetileno para adaptacdo do tubo metalico. Como célula de atomizacéo, utilizou-
se um tubo de Ni 99% (10 cm de comprimento, 1,0 cm d.i., 1,2 cm d.e.) contendo um
orificio central de 2,0 mm de didmetro para introducdo da amostra. Este tubo foi
posicionado de forma a permitir que o feixe proveniente da lampada de catodo oco
passasse por seu interior. Na injecdo da amostra foram utilizados um injetor
comutador construido em acrilico e um capilar ceramico de 10 cm de comprimento,
0,5 mm d.i. e 2,0 mm d.e. (Friatec, Mannhein, Alemanha). A extremidade do capilar,
responsavel pela produgéo do aerossol térmico, foi introduzida aproximadamente 1,0
mm no interior do tubo atomizador. A representacdo esquematica do sistema TS-FF-
AAS para determina¢cdes monoelementares é mostrada na Figura 3.1. A aquisicao

dos dados foi conduzida em area do perfil total do pico com aquisi¢céo de 80 s.

' Alca de amostragem .
,52 LN Capilar Tubo
. ceramico
v Bomba peristéltica (0,5 mm di) atomizador
0,5 mL/min sqbre °
queimador
HNO,4
0,01 mol/L - > ]

i

= B

Injetor

Descarte
Amostras . .
Queimador ar/acetileno

FIGURA 3.1 - Esquema do sistema TS-FF-AAS para determinagcbes

monoelementares.

15.3.2 — Sistema TS-FF-AAS para determinagdes multi  elementares

A representagdo esquematica do sistema TS-FF-AAS para
determinacdes multielementares € mostrada na Figura 3.2. O sistema é composto
pelos mesmos dispositivos descritos anteriormente, com excecdo do injetor

comutador. O tubo de Ni foi posicionado em um suporte feito de ago inoxidavel com



45

guatro pinos de ceramica de cerca de 4 mm acima da fenda do queimador. Para
evitar exploséo, o tubo de atomizacgéo foi inserido sobre o queimador ap0s a ignicédo
da chama. Um injetor comutador com al¢ca de amostragem nao foi utilizado para a
introducédo da amostra. Em vez disso, 0 modo de introdugéao continuo de amostra foi
utilizado. Os experimentos da TS-FF-AAS multielementar foram realizados com o
espectrobmetro operando no modo sequencial rapido e a aquisicdo de dados foi

realizada no modo “integration”.

Capilar ceramico

(0,5 mm d.i.)
Bomba peristéltica Tubo atomizador
(0,5 mL min 1)
5 ! o@o
Amostras
Queimador ar/acetileno
FIGURA 3.2 - Esquema do sistema TS-FF-AAS para determinacfes

multielementares.

15.3.3 - Avaliacao dos tubos de Ni e tempo de atras 0 para aquisicao
do sinal analitico

Quando se usa 0 modo de introducdo continuo de amostra, uma vez
gue o volume interno do tubo atomizador é preenchido com vapor da amostra, a
atomizacdo dos analitos € constante e a absorbancia obtida é um sinal continuo.
Neste momento, Cd, Cu, Pb e Zn podem ser determinados pelo espectrédmetro no
modo sequencial rapido. Também é desejavel que a linha de base para cada analito
deva retornar a zero antes de realizar outras medidas, caso contrario, os efeitos de
memodria ficardo evidentes. Entdo, o tempo de atraso para aquisicdo do sinal deve
ser otimizado. Por isso, trés tubos de Ni com diametros internos de 10 mm com 6, 10
e 16 orificios na parte inferior e dois tubos de Ni de 8 mm de d.i. com 6 e 10 orificios
na parte inferior foram avaliados para a determinacédo sequencial de Cd, Cu, Pb e
Zn. Os orificios de 2 mm de diametro na parte inferior de cada tubo permitem a
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entrada parcial da chama, aumentando substancialmente a temperatura no volume
de observacao. Outro orificio de 2 mm de didmetro a 90° em relagéo a parte inferior
do tubo de Ni permite a insercdo da ponta (cerca de 1 mm) de um capilar ceramico
para a introducdo da amostra.

Todas as determinacdes foram realizadas utilizando vazdo da bomba
peristéltica de 0,5 mL min™? e um capilar ceramico de 0,5/2,0 d.i./d.e. Tentou-se
minimizar o tempo de introducdo da amostra e o periodo de estabilizacdo do sinal
utilizando-se vazées da bomba peristaltica maiores que 0,5 mL min™. Contudo, na
faixa de 0,5 a 1,0 mL min™, os sinais analiticos diminuiram com o aumento da vazao
da bomba. Segundo GASPAR e BERNDT,*® uma possivel explicagéo para este fato
€ que a temperatura no interior do tubo de Ni diminui quando vaz6es mais altas séo
utilizadas, provocando um efeito de resfriamento. Para vazdes maiores que 1,5 mL
min?, o tempo de permanéncia do liquido na parte aquecida do capilar é
demasiadamente curto para uma evaporacao e a amostra atinge o tubo atomizador
como um fluxo continuo de liquido. Vazdes inferiores a 0,5 mL min™* provocam um
aumento consideravel no tempo de introducdo da amostra e periodo de
estabilizacdo do sinal. Portanto, uma vazdo de 0,5 mL min™ foi selecionada para se
obter o melhor desempenho para os sinais analiticos.

Um tubo de Ni de 8 mm d.i. com 10 orificios na parte inferior
combinado com um tempo de atraso para aquisicdo de 60 s proporcionou melhores
resultados (compromisso entre altos valores de absor¢cdo e nenhum efeito de
memoéria). Este tubo foi usado em todas as investigacdes posteriores e o0s resultados

serdo devidamente discutidos nas proximas secoes.

15.3.4 — Tempo de aquisicdo do sinal e comparacdo d a TS-FF-AAS

nos modos monoelementar e multielementar

Solugdes multielementares contendo Cd, Cu, Pb e Zn, cujas
concentragdes foram informadas na sec¢do “15.2 Reagentes, solu¢des analiticas e
amostras”, foram analisadas por TS-FF-AAS nos modos monoelementar e
multielementar. Em seguida, realizou-se uma comparacdo entre os LODs obtidos

para ambos os modos.
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15.3.5 — Preparo dos materiais de referéncia certif  icados

Dois CRMs foram utilizados para estimar a exatiddo do método
proposto: Folhas de Faia (BCR 100) e Cabelo Humano em P6 (GBW 07601). Um
forno de micro-ondas com cavidade equipado com frascos de PFA modelo Ethos
(Milestone, Sorisole, Italia) foi utilizado para digerir os CRMs. Uma massa de 200 mg
do CRM foram digeridos com 1 mL de HNO3 14 mol L™}, 1mL de H,0, 30% (m/m) e 6
mL de &gua desionizada. ApOs decomposicdo, as solucdes digeridas foram
transferidas para frascos volumétricos de polipropileno e diluidas para 10,0 mL com
agua desionizada. O programa de aquecimento do forno de micro-ondas foi
realizado em cinco etapas: (1) 2 min a 250 W; (2) 2 min a 0 W; (3) 4 min a 650W; (4)
5 mina 850 W, e (5) 5 min a 1000 W.

15.4 — Desenvolvimento de procedimento analitco pa ra
homogeneizar suspensdes de amostras biolégicas segu ido pela
determinacao multielementar de Cd, Cu, Pb e Zn por  TS-FF-AAS

15.4.1 — Moagem criogénica

Um moinho de impacto criogénico operado a temperatura de nitrogénio
liquido foi utilizado para pulverizar as amostras de folhas de cha. O tempo de pré-
resfriamento de 5 min foi usado seguido por trés ciclos de 2 min de moagem com

intervalos de resfriamento de 2 min.

15.4.2 — Aprimoramento do procedimento de preparo d as

suspensoes

Experimentos preliminares foram realizados utilizando as amostras de
folnas de cha. Suspensbes foram preparadas pesando-se 100 mg de material
pulverizado em tubos de vidro de centrifuga de 24 mL, seguido da adi¢cdo de 1,0 mL
da mistura de HNO3/H,O, (ambos concentrados) e aquecidos em um mini bloco
digestor. Esta mistura oxidante provou ser adequada em GFAAS para suspensodes
de amostras que contenham uma quantidade elevada de matéria organica, tais
como alimentos ou fluidos biol6gicos.?¥*° Apés o resfriamento, as suspensées foram
diluidas com agua desionizada e uma gota de Triton X-100 foi adicionada.
Finalmente, os tubos foram fechados com tampa de Teflon® rosqueada e agitados

manualmente. Propor¢des variadas da mistura HNO3/H,O,, diferentes temperaturas
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e tempo de aquecimento foram empregados para avaliar a eficiencia de
homogeneizagdo. Ap6s a otimizacdo, estimou-se a concentragdo maxima de
amostra sélida tolerada nas suspensfes que permitisse realizar as determinacoes
sem problemas de entupimento do capilar ceramico. Um agitador magnético foi
empregado durante a introducdo das suspensfes para evitar problemas
relacionados a sedimentacdo de particulas. O aquecimento condutivo foi utilizado
para acelerar a homogeneizacao das suspensdes a serem analisadas, no entanto,
uma inevitavel extracdo dos elementos de interesse também ocorrera. Isto pode ser
considerado como um efeito positivo sobre a libertacdo parcial dos elementos para a
solucdo. O ambiente extremamente oxidante no interior do tubo atomizador de Ni se
encarrega de completar a digestdo do material biologico durante a introducdo da

suspensao.

15.4.3 — Procedimento de digestao por micro-ondas

A fim de comparar os resultados obtidos com o procedimento proposto,
amostras de folhas de cha néo certificadas foram digeridas em triplicata de acordo
com o seguinte procedimento: 100 mg de amostra moida foram transferidos para
frascos de micro-ondas de PFA e, em seguida, foram adicionados 2,0 mL de HNO3
7,0 mol LY, 2,0 mL de peréxido de hidrogénio 30% (m/v) e 4 mL de &agua
desionizada. Apdés a decomposicdo, os frascos de PFA foram resfriados até a
temperatura ambiente e as amostras digeridas foram transferidas para frascos
volumétricos e diluidas para 10,0 mL com agua desionizada. O programa de
aguecimento do forno de micro-ondas foi realizado em cinco etapas: (1) 2 min a 250
W; (2) 2 mina 0 W; (3) 4 min a 650 W; (4) 5 min a 850 W, e (5) 5 min a 1000 W.

1544 - Montagem da TS-FF-AAS multielementar para

determinacdes em suspensoes
A montagem da TS-FF-AAS para determinacfes multielementares de

Cd, Cu, Pb e Zn em suspensfes de amostras biolégicas pode ser vista na Figura
3.3.
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Capilar ceramico
Tampa com (0,5 mm d.i.)
rosca

& Tubo atomizador de Ni

=

Bomba peristaltica
(0,5 mL min 1)

Suspensao

Agitador magnético

FIGURA 3.3 — Esquema do sistema TS-FF-AAS para determinagbes multi-

elementares em suspensoes.

Todas as determinacdes foram realizadas utilizando-se a vazao da
bomba peristaltica de 0,5 mL min™® e um agitador magnético foi usado durante a
introducdo das suspensfes para evitar a sedimentacdo das particulas. Os tubos de
vidro borosilicato utilizados no preparo das suspensdes possuiam rosca externa, 16
mm d.i.,, 17 mm d.e. e 150 mm de comprimento. Na TS-FF-AAS multielementar, o
modo de introdu¢&o continuo de amostra € usado e assim que o tubo atomizador de
Ni é totalmente preenchido com vapor da amostra, a absorbancia obtida € um sinal
continuo. Neste momento, Cd, Cu, Pb e Zn podem ser determinados pelo
espectrometro no modo sequencial. Neste caso, apds 60 s de atraso de leitura, Cd,

Cu, Pb e Zn podem ser determinados em 12 s (3 s para cada elemento).

16 - Resultados e discussao

16.1. Avaliacdo do potencial da TS-FF-AAS para a de terminacao
sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn

16.1.1. Avaliacdo do tempo de aquisicdo do sinal an  alitico

Diferentes tempos de aquisi¢do do sinal, de 1 a 5 s, foram avaliados
através da determinacdo do RSD obtido para 10 medidas de um ponto intermediario
da curva de calibragcdo multielementar: Cu 250 pg L™, Cd 10 pg L™, Pb 250 pg L™ e
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Zn 5 pg L™ Como pode ser visto na Figura 3.4, a precisdo melhora com o aumento
do tempo de aquisicdo. Adotando-se um tempo de aquisicdo de 3 s para cada
elemento, o RSD obtido foi 3,8% para Cu, 3,4% para Cd, 4,0% para Pb e 3,6% para
Zn. Portanto, ap6s 60 s de atraso para aquisicdo do sinal, Cd, Cu, Pb e Zn podem
ser determinados em 12 s. E importante ressaltar que o valor da absorbancia
fornecida pelo programa do equipamento apds cada segundo € na verdade uma
meédia de 60 sinais. Além disso, os valores de RSD obtidos no modo sequencial sdo
compativeis com os resultados apresentados na literatura quando a TS-FF-AAS foi
usada no modo monoelementar. DAVIES e BERNDT*® obtiveram valores para RSD
gue variaram de 1,4% (para K) a 5,5% (para Hg) quando esses elementos foram
determinados em modo monoelementar usando a area do perfil total do pico com

aquisicao de 80 s.

—=—Cd (10 pg LY
—O—Cu (250 pg LY
9 —A— Pb (250 pug L™)
§ - —/—2Zn (5pug LY

R.S.D. (%)

0 | | | | |
1 2 3 4 5
Tempo (S)

FIGURA 3.4 — RSD obtido através de 10 medidas da solu¢do multielementar de Cu
250 ug L™, €d 10 pg L™, Pb 250 pug L™ e zn 5 pg L™ usando tempos de integracéo
delabs.
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16.1.2 — Avaliacao dos tubos de Ni

Para avaliar o desempenho dos cinco tubos de Ni (mencionados na
Parte experimental) para a determinagao sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn, preparou-
se uma solucdo multielementar contendo 40 pg L™ de Cd, 1000 pg L™ de Cu, 1000
ug L* de Pb e 20 pg L™ de Zn (solucdo de maior concentracdo da curva de
calibragéo) e o perfil do sinal de cada analito foi obtido separadamente. Para verificar
a maxima absorbancia alcancada pelo Cd, o primeiro tubo de Ni (10 mm d.i. com 6
furos) foi colocado sobre o queimador, a solucéo foi introduzida continuamente e a
absorbéancia obtida em 228,8 nm (Cd) foi registrada durante 72 s. Para verificar a
ocorréncia de efeitos de memdéria, agua desionizada foi introduzida imediatamente
apos e o perfil do sinal foi registrado novamente por mais 72 s. Em seguida, 0s
outros quatro tubos foram testados da mesma maneira para Cd. Todo o
procedimento foi repetido utilizando os cinco tubos de Ni para Cu (324,8 nm), Pb
(283,3 nm) e Zn (213,9 nm). A Figura 3.5 mostra os perfis dos sinais obtidos para
Cd, Cu, Pb e Zn utilizando um tubo de Ni de 8 mm d.i. com 10 orificios como

atomizador.
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FIGURA 3.5 — Perfis dos sinais de Cd 40 pg L™, Cu 1000 pg L™, Pb 1000 ug L™, Zn
20 pg L™ e branco (4gua desionizada) utilizando um tubo de Ni de 8 mm d.i. com 10

orificios.
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A absorbancia maxima e o tempo necessario para que a linha de base
retorne a zero (auséncia de efeito de memoria) para Cd, Cu, Pb e Zn em relacdo a

cada tubo de Ni pode ser visto na Tabela 3.3.

TABELA 3.3 — Absorbancia maxima e tempo necessario para que a linha de base

retorne ao zero para Cd, Cu, Pb e Zn em relagéo a cada tubo de Ni.

Elemento / caracteristicas Absorbancia maxima Tempo para a linha de

do tubo de Ni em 60 s base retornar a zero (s)
Cd / 10 mm 6 orificios 0,221 46
Cd /10 mm 10 orificios 0,181 39
Cd / 10 mm 16 orificios 0,177 39
Cd /8 mm 6 orificios 0,172 42
Cd /8 mm 10 orificios 0,171 38
Cu / 10 mm 6 orificios 0,133 50
Cu /10 mm 10 orificios 0,119 42
Cu /10 mm 16 orificios 0,142 42
Cu /8 mm 6 orificios 0,121 42
Cu /8 mm 10 orificios 0,123 39
Pb /10 mm 6 orificios 0,168 > 70
Pb /10 mm 10 orificios 0,243 > 70
Pb /10 mm 16 orificios 0,202 > 70
Pb / 8 mm 6 orificios 0,204 60
Pb /8 mm 10 orificios 0,213 54
Zn / 10 mm 6 orificios 0,132 >70
Zn / 10 mm 10 orificios 0,133 >70
Zn / 10 mm 16 orificios 0,160 >70
Zn / 8 mm 6 orificios 0,135 56
Zn / 8 mm 10 orificios 0,161 55

A partir dos resultados pode-se concluir que a “absorbéncia maxima" e
0 "tempo necessario para nenhum efeito memdéria" dependem do d.i. e do nimero de
orificios da parte inferior da célula de atomizacdo. Orificios adicionais na parte
inferior do tubo permitem a entrada da chama que elevam a temperatura da fase
gasosa no volume de absorcdo. No caso do Cd, os sinais tornam-se menores
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utilizando o tubo com mais orificios porque os gases adicionais da chama diluem o
vapor da amostra e provavelmente também reduzem o tempo de residéncia no
volume de absorcédo. Ao contrario, os sinais para Pb e Zn aumentam quando o tubo
com mais orificios € usado porque o aumento da sensibilidade com a temperatura é
maior do que a perda de sensibilidade causada pela diluicdo. No caso do Cu, o0s
sinais ndo aumentam ao usarmos o tubo atomizador com mais orificios. O tubo com
menor d.i. (8 mm) proporciona menor tempo de residéncia da amostra devido ao seu
menor volume interno e provavelmente também reduz o tempo necessario para que
nenhum efeito de memaria ocorra. Todos o0s cinco tubos de Ni ndo apresentaram
efeitos de memoria para Cd e Cu, uma vez que menos de 60 s foram necessarios
para a linha de base retornar a zero. Os trés tubos de Ni de 10 mm de d.i
apresentaram efeitos de memdéria para Pb e Zn, devido ao fato que mais de 70 s
foram necessarios para a linha de base voltar a zero. Em geral, os tubos de 10 mm
d.i. proporcionaram maiores valores de absorbéancia, mas a principal restricdo para
usa-los para a determinacdo multielementar sequencial é que quando Pb e Zn estao
envolvidos, leva-se mais de 70 s para a linha de base retornar a zero. Uma vez que
60 s foi considerado o limite maximo do tempo de atraso para aquisicdo do sinal
para se obter uma frequéncia analitica adequada, verificou-se que o tubo de Ni com
um d.i. de 8 mm com 10 orificios na parte inferior produziu os melhores resultados

(valores adequados de absorbancia e nenhum efeito memdria) .

16.1.3 — Caracteristicas analiticas da TS-FF-AAS mu Itielementar

Solucdes multielementares contendo Cd (1,0 - 40 pg L™), Cu (50 - 1000
ug L™, Pb (50 - 1000 pg L) e Zn (0,5 - 20 pg L™) foram preparadas e analisadas
por TS-FF-AAS multielementar utilizando um tubo de Ni de 8 mm de diametro com
10 orificios, 60 s de tempo de atraso para aquisi¢cdo do sinal e tempo de aquisi¢cao
de 3 s para cada elemento. Limites de deteccdo, exatiddo, faixas lineares de
calibragéo, equacgdes de regressao e coeficientes de correlacao foram determinados.
O limite de deteccéo foi definido como a concentracdo correspondente a trés vezes o
desvio padréo de 10 medidas do branco dividido pela inclinacdo da curva analitica.

As caracteristicas analiticas para Cd, Cu, Pb e Zn séo apresentadas na Tabela 3.4.
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TABELA 3.4 — Caracteristicas analiticas para determinacdes de Cd, Cu, Pb e Zn por
TS-FF-AAS multielementar.

TS-FF-AAS multielementar
Parametros de calibracéo

Cd Cu Pb Zn
2LOD (ug LY 0,3 7,5 4.4 0,3
PRSD (%) 4,0 3,8 3,4 3,6
Faixa linear (ug L™ 1,0-40 50 - 1000 50 - 1000 0,5-20
Coef. de correlacao (r) 0,9998 0,9993 0,9981 0,9992

% LOD: 30 brancol/inclinacéo, n = 10.
® RSD (%): Cd, Cu, Pb e Zn com 10, 250, 250 e 5 g L™, respectivamente, n=10.

As mesmas solucgdes foram analisadas por TS-FF-AAS no modo
monoelementar utilizando um alga de amostragem de 200 pL e o tubo de Ni de 10
mm de d.i. com 6 orificios. Este tubo foi selecionado porque apresentou maior
sensibilidade (veja a Tabela 3.3). Os limites de deteccéo obtidos para Cd, Cu, Pb e
Zn por TS-FF-AAS em modo monoelementar foram 0,3, 5,2; 3,1 e 0,4 ug L,
respectivamente. Estes valores sdo muito proximos aos obtidos pela TS-FF-AAS
multielementar (0,3, 7,5, 4,4 e 0,3 pg L™ para Cd, Cu, Pb e Zn, respectivamente).

16.1.4. Determinacéo de Cd, Cu, Pb e Zn em dois CRM s por TS-FF-
AAS multielementar

A exatiddo da TS-FF-AAS multielementar foi avaliada através da
determinacdo de Cd, Cu, Pb e Zn em dois CRMs apds digestao &cida (mencionada
na Parte experimental). Os resultados obtidos podem ser vistos na Tabela 3.5. A
realizacdo de um teste t ndo pareado (nh = 3) demonstrou a inexisténcia de
diferencas entre os valores de referéncia e aqueles obtidos com o método proposto
a um nivel de confianca de 95% para ambos os CRMs. Visto que a concentracao de
Zn em ambos os CRMs era maior que o ultimo ponto da curva de calibracdo, as

determinacdes deste elemento foram realizadas apos uma diluicdo de 1:200 (v/v).
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TABELA 3.5 — Valores determinados e de referéncia (ug g) em materiais de

referéncia certificados.

Material de referéncia certificado

Human Hair Powder (GBW 07601) Beech Leaves (BCR 100)

TS-FF-AAS Valor TS-FF-AAS Valor
Multielementar* certificado Multielementar* certificado
Ccd (ungg?l) 0,10+0,01 0,11 0,34 +0,01 0,34
Cu (ug g'l) 10,4 +0,7 10,6 12+1 12
-1
Pb(ugg~) 8,6+0,6 8,8 15,4 +0,9 16,3
Zn (ug g'l) 185 +9 190 67 5 69

* média + desvio padréao, n=3.

16.1.5 — Vantagens da TS-FF-AAS multielementar

Algumas vantagens deste novo arranjo sao a capacidade de
determinacdo multielementar rapida, baixos limites de detec¢éo e pouco consumo de
amostra. A configuracdo de injecdo da amostra com fluxo continuo é superior a de
alca de amostragem porque facilita o trabalho pratico. Assumindo um tempo de
aguisicdo do sinal de 3 s por elemento, uma anélise de 10 analitos poderia ser
realizada em menos de 2 min, o que significa que apenas 1 mL de amostra seria

necessario utilizando-se o arranjo proposto.

16.2 — Desenvolvimento de procedimento analitico pa ra
homogeneizar suspensdes de amostras biolégicas segu ido pela
determinacao multielementar de Cd, Cu, Pb e Zn por  TS-FF-AAS

16.2.1 — Efeitos da mistura oxidante, temperatura e tempo de

aguecimento sobre a homogenizagcao das suspensoes

Experimentos utilizando temperaturas de 50, 65 e 80 °C, tempo de
aguecimento de 10, 15 e 20 min e propor¢des da mistura HNO3/H,O, de 1:1, 2:1 e
3:1 (v/v), respectivamente, foram realizados para avaliar a eficiéncia da

homogenizacao das suspensdes. Todas as proporc¢des de mistura oxidante testadas
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foram capazes de homogeneizar as suspensdes. A mistura contendo a menor
concentracdo de HNO; (1:1(v/v)) foi escolhida por proporcionar a melhor
reprodutibilidade durante as determinagcdes. A temperatura de 50 °C foi adotada.
Quando o procedimento foi realizado a 65 °C, as particulas da amostra subiram
pelas paredes dos tubos de vidro e a homogeneizacdo nédo foi atingida. A 80 °C
observou-se a precipitagdo das proteinas, ocorrendo o entupimento do capilar no
momento da introducdo da amostra. O menor tempo para uma homogeneizacao
adequada a 50 °C foi de 15 min. A concentracdo maxima de amostra sélida tolerada
nas suspensdes foi de 0,67% (100 mg/l15 mL), permitindo mais de 500
determinacdes sem causar problemas relacionados ao entupimento do capilar
ceramico. Concentrac6es maiores provocaram falta de repetibilidade e problemas de

restricdo no capilar ceramico.

16.2.2 — Validacao e aplicacdo do método proposto

No método proposto, tubos de vidro contendo 100 mg de amostras
sélidas pulverizadas e 1 mL da mistura HNO3/H,O, 1:1 (v/v) foram aquecidos
durante 15 min a 50 °C num mini bloco de aguecimento com 32 cavidades. Em
seguida, as amostras foram diluidas para 15 mL com agua desionizada e uma gota
de Triton X-100 foi adicionada. Os tubos foram fechados com uma tampa de Teflon®
rosqueada e agitados manualmente. Finalmente, Cd, Cu e Pb foram determinados
nas suspensoes por TS-FF-AAS multielementar. Visto que a concentragéo de Zn nos
CRMs era cerca de 200 vezes maior que o ultimo ponto da curva de calibragéo, este
elemento foi excluido das determinacdes sequenciais.

A exatiddo do método proposto foi avaliada utilizando-se cinco CRMs
(mencionados na Parte Experimental). Os resultados obtidos podem ser vistos na
Tabela 3.6, sendo que exceto a amostra 1570a para Cd, ndo foram encontradas
diferencas significativas aplicando-se o teste t ndo pareado (n = 3) ao nivel de
confianga de 95%. A amostra 1570a mostrou uma recuperagcao de 103% e um valor
de RSD de 1,01% para Cd. A concentracdo de Cd obtida através da analise de
suspensao para esta amostra esta bem préxima com o valor certificado, apesar do
teste t ndo apresentar um valor concordante. Estes calculos foram repetidos para os
demais analitos (Cu e Pb) e os valores de t calculados foram inferiores ao tabelado
com 95% de confiangca. O RSD para Cd, Cu e Pb ficaram abaixo de 6,1, 7,9 e 6,3%,

respectivamente. Considerando a complexidade de uma matriz bioldgica, estes
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valores de RSD séo aceitaveis. Em seguida, utilizou-se o método proposto para
determinar Cd, Cu e Pb em sete amostras de folhas de cha adquiridas no mercado
local. Inicialmente, as amostras foram moidas com um moinho criogénico. Este
processo de moagem proporciona distribuicdo de particulas de tamanho reduzido,
aumentando a area superficial e diminuindo o tempo de preparo da amostra.” De
acordo com Aleixo et al.,®? apenas 2 min de moagem criogénica foram necessarios
para obter um p6 fino e totalmente moido a partir de diferentes amostras de
alimentos. Neste caso, para os tecidos vegetais, aproximadamente 90% do material
moido apresentou distribuicdo de tamanho de particula composta por fragmentos
inferiores a 63 um. No presente estudo, a moagem criogénica foi realizada utilizando
um tempo de pré-resfriamento de 5 min, seguido por trés ciclos de dois min de
moagem com intervalos de resfriamento de 2 min. Um total de seis min de moagem
foi aplicado para certificar que o tamanho de particula estaria adequado para
promover a homogeneizacdo adequada, evitando a restricdo do capilar ceramico e
problemas de repetibilidade. Para fins comparativos, as determinacdes tambéem
foram realizadas utilizando a TS-FF-AAS multielementar nas amostras de folhas de
cha apos digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. Todos os resultados estdo
apresentados na Tabela 3.7. Os valores de concentracdo alcancados através do
meétodo proposto com suspensdes sdo compativeis com os obtidos apds a digestao,
sendo que exceto a amostra “Cha 3” para Cu, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os dois grupos aplicando-se o teste t pareado ao nivel de
confianca de 95%. A amostra “Cha 3” mostrou uma recuperagdo de 79% e um valor
de RSD de 3,53% para Cu. Resultados confiaveis com RSDs aceitaveis foram
alcancados com trés réplicas. Isto pode ser explicado pela homogeneidade
adequada da amostra obtida através da moagem criogénica e pelo emprego de
massa de amostra apropriada (100 mg) no preparo das suspensdes. A massa
consideravel de amostra soélida (3,3 mg) introduzida no tubo atomizador de Ni antes
da medida dos analitos (60 s) € um outro aspecto favoravel para se obter exatidao e

precisdo adequadas.



TABELA 3.6 - Determinagfes de Cd, Cu e Pb por TS-FF-AAS sequencial rapida em suspensdes de cinco CRMs.

Ccd (mg kg™?) (n = 3) Cu (mg kg™?) (n = 3) Pb (mg kg™) (n = 3)

CRM Suspenséao Valor Suspensao Valor Suspensédo Valor
certificado certificado certificado

Beech Leaves 0,33+£0,02 0,34 131 11,8 161 16
(BCR 100)
White Cabbage 1,83 +0,08 1,66 £ 0,07 <LD® 2,89+0,12 <LD® -
(BCR 679)
Tomato Leaves 1,53 +0,09 1,52 + 0,04 <LD® 4,70 +0,14 <LD°® -
(1573a)
Spinach Leaves 2,97 £0,03 2,89 + 0,07 10,6 £0,7 12,2+0,6 <LD* 0,2
(1570a)
Pig kidney 2,68 £0.09 2,71 +0,15 38+4 319+0,4 <LD*® 0,306 + 0,011
(BCR 186)

2 Concentracdes inferiores ao limite de deteccdo (1,2 mg kg ™+ para Cu e 0,68 mg kg™ para Pb).



TABELA 3.7 — Determinacdes de Cd, Cu e Pb por TS-FF-AAS sequencial rapida em suspensdes e digeridos de folhas de cha.

Amostra Tipo Cd (mg kg™) (n = 3) Cu (mg kg™) (n = 3) Pb (mg kg™) (n = 3)
Suspensdo Digerido Suspensdo Digerido  Suspensdo Digerido
Cha1l Verde <LD*? <LD? 146+04 131 3,0£04 34+£04
Cha 2 Verde 0,48 +0,02 0,48+0,01 8,7+0,8 9,4+0,2 <LD? <LD?
Cha3 Verde 0,65+0,01 0,64+0,01 85+0,3 109+0,4 <LD*? <LD*?
Cha 4 Preto 0,78+0,06 0,69+0,02 12,6+0,7 11,4+03 <LD? <LD?
Chas Verde 0,16+0,01 0,18+0,02 101 8,1+0,7 <LD? <LD?
Cha 6 Verde 0,25+0,01 0,25+0,02 9,5+0,6 8,6+02 <LD*? <LD?
Cha7 Verde 0,41+0,04 0,41+0,01 101 9+1 <LD? <LD?

2 Concentracdes inferiores ao limite de deteccdo (0,05 mg kg™* para Cd e 0,68 mg kg™ para Pb).
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16.2.3 — Caracteristicas analiticas do método propo  sto

O método proposto utiliza solu¢gdes multielementares para calibragédo
contendo Cd (1.0 - 20 pug L™), Cu (50 - 1000 pug L) e Pb (20 - 400 pg L™
preparadas em HNOs 0,47 mol L. Limites de deteccéo, precisdo, faixas lineares e
coeficientes de correlagdo foram determinados. O LOD foi definido como a
concentracdo correspondente a trés vezes o desvio padrdo de 10 medidas do
branco dividido pela inclinacdo da curva analitica. Caracteristicas analiticas para Cd,
Cu e Pb sao apresentadas na Tabela 3.8.

TABELA 3.8 — Caracteristicas analiticas para determinacdes de Cd, Cu e Pb.

Determinacfes multielementares por TS-FF-AAS

Parametros de calibracdo  Cd Cu Pb
3LOD (mg kg™ 0,05 1,2 0,68
PRSD (%) <6,1 <79 <6,3
Faixa linear (ug L) 1,0-20 50 — 1000 20 - 400
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999 0,9987 0,9998

& LOD: 30pranco/inclinacéo, n = 10 para suspensoées 0,67% (m/v).
® RSD (%) em suspensdes de CRMs, n=3.

Os limites de deteccéo obtidos foram 0,3 pug L™ para Cd, 8,0 pg L™
para Cu e 4,5 pg L™ para Pb, correspondendo a 0,05 mg kg™ para Cd, 1,2 mg kg™
para Cu e 0,68 mg kg™ para Pb, utilizando suspensées de 0,67 % m/v (100 mg/15
ml). O RSD de 3 medidas de Cd, Cu e Pb nas suspensodes de folhas de cha ficaram
geralmente abaixo de 10%. No método proposto, Pb foi determinado utilizando a
linha de 217,0 nm (mais sensivel) ao invés de 283,3 nm. Andlises realizadas em
217,0 nm utilizando a FAAS e a GFAAS geralmente apresentam pior relacdo sinal-
ruido e maior LOD quando comparadas com 283,3 nm. Além disso, em TS-FF-AAS
a temperatura da fase gasosa no interior do volume de absorcéo é cerca de 1000
€ e o sinal de fundo devido & absorcéo causada por espécies moleculares é
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significativamente mais elevado em 217,0 nm.®® Contudo, as andlises realizadas por

TS-FF-AAS em 217,0 nm apresentaram menores LODs do que em 283,3 nm.

16.2.4 — Utilizacao de padronizacdo interna em TS-F F-AAS

multielementar

A introducéo de suspensdo em FS-FAAS esta sujeita a interferéncia de
transporte pois quando a mesma € introduzida através do nebulizador pneumético, a
presenca de particulas pode influenciar a quantidade de amostra que atinge o
gueimador. Neste caso, a padronizacao interna pode ser adotada para aprimorar a
exatiddo e a precisdo analitica. Diferentemente da FS-FAAS, a TS-FF-AAS néo esta
sujeita ao mesmo problema. Em TS-FF-AAS, a suspenséao € introduzida através de
um capilar ceramico, favorecendo o transporte do analito. Deste modo, ndo houve a
necessidade de utilizar padronizagéo interna durante as determinacdes de Cd, Cu e

Pb em suspensdes de amostras biolégicas por TS-FF-AAS multielementar.

17 — Conclusbes

A unido da TS-FF-AAS com a FS-FAAS é um arranjo simples e
interessante que permite o aumento da frequéncia analitica da TS-FF-AAS. O
método analitico desenvolvido consiste de um procedimento rapido de
homogenizacdo de suspensdes seguido pela determinacdo multielementar por TS-
FF-AAS. Em GFAAS, o volume de amostra inserido no atomizador é normalmente
limitado em 20 pL. Na TS-FF-AAS multielementar, o volume de amostra introduzido
(500 pL) é 25 vezes maior, levando a limites de detecc&o na faixa de poucos ug g* e
causando menos problemas com a heterogeneidade das suspensdes. O método
proposto pode ser considerado uma opcao simples, rapida e de baixo custo para a
analise de suspensfes. No entanto, um numero limitado de elementos pode ser
determinado com sensibilidade adequada. Quando um procedimento de
homogeneizacdo que permite o preparo de varias amostras simultaneamente foi
utilizado juntamente com a TS-FF-AAS sequencial rapida, uma melhora significativa
da frequéncia analitica foi obtida. Isto é importante quando um grande namero de

amostras deve ser analisado rapidamente.
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