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RESUMO

DETERMINACAO SEQUENCIAL RAPIDA DE As E Sb, Bi E Pb POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO DE HIDRETOS

Neste trabalho foram desenvolvidos dois sistemas, um para a
determinacao sequencial rapida de As e Sb, e outro para a determinacao sequencial
rapida de Bi e Pb utilizando a espectrometria de absorgdo atdmica com chama com
geragao de hidretos. Na otimizagcdo do sistema para a determinagao de As (193,7
nm) e Sb (217,6 nm) foram estudadas variaveis como: concentracdes (em mol L)
de HCI da amostra e do carregador, concentragdes (em % m v™') de Kl e de NaBHj,.
Para o sistema utilizado na determinagdo de Bi (223,1 nm) e Pb (217,0 nm) foram
estudadas as varidveis: concentracdo (em mol L") de HCI da amostra,
concentracdes (em % m v') de KsFe(CN)s e do NaBH,4. Para esses estudos fez-se
uso de um planejamento Doehlert, com o intuito de identificar os melhores
parametros e extrair uma maior quantidade de informagdes dos métodos propostos.
Alguns parametros analiticos foram obtidos, respectivamente para As, Sb, Bi e Pb:
Limite de deteccdo (LD) (0,15; 0,16; 0,60 e 0,77 ug L™), repetibilidade (RSD) (1,5;
2,0; 5,9; 6,0 %) e coeficiente de regressao (r) (0,999; 0,999; 0,998 e 0,997). Com o
intuito de identificar os interferentes em potencial na determinacdo dos analitos, foi
realizado um planejamento fatorial fracionario 2%* com os possiveis elementos
interferentes encontrados em amostras de aguas do rio e do mar e em ragao de
frango: Al(lll), Co(ll), Cr(VI), Cu(ll), Fe(lll), Mn(ll), Ni(ll), e Zn(ll). Foi realizado
também um estudo para averiguar a influéncia da concentracdo de HNO3; nas
determinagcbes de As e Sb, Bi e Pb. Através dos estudos com possiveis
interferentes, pdde-se observar que ndo houve nenhuma tendéncia significativa para
As, Sb e Bi, sendo a porcentagem de interferéncia inferior a 21 % (contrastes de -4 a
5 %). No caso do Pb houve alteragao no sinal causados pelo Co (Il), Cu (ll), Fe (lll) e
Ni (II) com contrastes de -62 % a 29 %. O efeito da concentragdo do HNO3 néo se
mostrou relevante quando inferior a 10 % v v’ para As e Sb e 20 % v v'' para Bi.
Entretanto, uma forte supressdo no sinal analitico do Pb foi observada para
concentragdes de HNO3 superiores a 0,25 % v v''. Os sistemas desenvolvidos foram
aplicados na determinacao de As e Sb, Bi e Pb em agua do rio Tieté, agua do mar
da Praia Grande- Ubatuba, racdo de frango e para validar os métodos foram
utilizados dois materiais de referéncia certificados: Nist 1643e (Trace elements in
water) e TMDW-HPS (Trace metals in drinking water).
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ABSTRACT

FAST SEQUENTIAL DETERMINATION OF As AND Sb, Bi AND Pb BY FLAME
ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY WITH HYDRIDE GENERATION

In this study it was developed two systems, one for the fast sequencial
determination of As and Sb and other for Bi and Pb using flame atomic absorption
spectrometry with hydride generation. To optimize the system for the determination of
As (193.7 nm) and Sb (217.6 nm) some variables were evaluated: concentration (in
mol L) of HCI in the sample and carrier, concentrations (in % w v') of Kl and
NaBH. For the system used in the determination of Bi (223.1 nm) and Pb (217.0 nm)
the following variables were studied: concentration (in mol L™') of HCI in the sample,
concentrations (in % w v') of KsFe(CN)s and NaBH4. For these studies it was
employed Doehlert design to select the best work conditions and obtain more
information of the proposed methods. Some analytical parameters were obtained,
respectively, for As, Sb, Bi and Pb: Limits of detection (LOD) (0.15; 0.16; 0.60 e 0.77
ug L), repeatability (RSD) (1.5; 2.0; 5.9; 6.0 %) and correlation coefficients (r)
(0.999; 0.999; 0.998 e 0.997). In order to identify species that could interfere in the
determination of As and Sb, Bi and Pb, a study was carried out considering the
constituents commonly found in natural waters and chicken feed including Al(lll),
Co(ll), Cr(l11), Cu(ll), Fe(lll), Mn(ll), Ni(ll) and Zn(ll). It was also carried out a study to
investigate the influence of the concentration of HNO3 in the As and Sb, Bi and Pb
determinations. Through studies with possible interferences, can be observed that
there were no significant trend for As, Sb and Bi, the percentage of interference was
lower than 21% (contrasts from -4 to 5% for both analytes). In the case of Pb it was
noted a strong signal interference by Co (Il), Cu (Il), Fe (lll) and Ni (llI) with contrasts
varying from -62 % to 29%. The effect of HNO3; concentration was not relevant if it is
lower than 10 % v v for As, Sb and 20 % v v"' for Bi. However, it was noted a strong
Pb signal suppression for HNOs concentrations higher than 0.25 % v v'. The
systems developed were applied in the determination of As and Sb, Bi and Pd in
Tieté river water, sea water of Praia Grande — Ubatuba, chicken feed and to validate
the methods were used two certificate reference materials: Nist 1643e (Trace

elements in water) e TMDW-HPS (Trace metals in drinking water).



Xiii

SUMARIO
I 111 e T o 11 T T 1
A © 1 o =1 £ Vo1 4
3 — Revisao Bibliografica...........cccccceeiiiimimrccciiiiirie s 6

3.1. Espectrometria de Absorgdo Atdmica com Chama (FAAS).. 7

3.2. Espectrometria de Absorcdo Atomica com Geragdo de

Hidretos (HGAAS). ... 11
3.3. Espectrometria de Absorcdo Atbmica com Chama
Sequencial Rapida (FS FAAS).......ou e, 21
3.4. A importancia da determinagao de As, Sb, Bie Pb............... 24
4 — Material @ Métodos..........ceuiiiiiiieeiiiiir e e 30
4.1. Reagentes € SOIUGOES.........ccevvvniieiiiiiieieeeeeeceee e, 31
4.2. Equipamentos € aCeSSOriOS........ccoouuieeiiieeiiieeeiiieeeee e 31
4.3. Sistema CF-HGAAS. ...t 32
4.4. Descontaminacao dos materiais.............ccoeeeeeiiiiiiiiiiicee, 33
4.5, AMOSIIas. ....couniiiiii e 33
4.6. Tratamento de dados...........cooeveeiiiiiiiiii e, 34
5 — Procedimento Experimental............coocrmirci e 35
5.1. Preparo de AmOStra.........ccoooiuiiiiiiiiiic e 36
5.1.1. Amostra de ragao de frango...........cccccceeeeeeeiiiiieeeeeeee, 36
5.1.2. AMOostra de agua..........cceeeuuiiiiiiiiii e 37
5.2. Determinacao sequencial de As, Bi,Pbe Sb........................ 37
5.3. Determinacéao sequencial de As € Sb......c.oeeeviiiiiiiiiiieeeennnn.. 37
5.3.1. Otimizagao dos paradmetros..........ccccceieeeiveeeiiiineeeeeeees 37
5.3.2. Estudo dos possiveis interferentes............cc.....coeec. 39

5.3.3. Estudo do efeito da concentracdo do HNOs................ 40



Xiv

5.3.4. Curva Analitica de Calibragao............cccceeeeeineiiiii. 40
5.3.5. Determinacao de As e Sb nas amostras de agua do

rio, agua do mar e ragao de frango.........cccceveeevieeiiiiiiieeeennnnn. 41

5.4. Determinacgao sequencial de Bie Pb.......cccooooiiiiiiiinnnn. 41

5.4.1. Otimizagao dos para@metros.........cccccceeeeeeveeeiiiiineeeeeenen 41

5.4.2. Estudo dos possiveis interferentes............cc.....coeec. 44

5.4.3. Estudo do efeito da concentragdo do HNOs................ 44

5.4.4. Curva Analitica de Calibragdo............cccoeevveevvceeernnnnnn. 44
5.4.5. Determinacédo de Bi e Pb nas amostras de agua do

rio, agua do mar e ragdo de frango.........ccccuvvivniiiiiiiineeeeeeen. 45

6 — Resultados e DiSCUSSA0........cccciiirmmiiimimeiiirrsssrnee s s snnmnne e 46

6.1. Estudos Preliminares............coooiiiiiiiiiic e 47

6.2. Sistema CF-HGAAS. ... 47

6.3. Determinacao sequencial de As € Sb........ccccoevvieiiiiiiiieeinnnn... 48

6.3.1 Otimizacao da concentragédo dos reagentes................ 48

6.3.2. Estudo dos possiveis interferentes............ccccccoevuneen. 57

6.3.3. Estudo do efeito da concentragdo do HNO................. 59

6.3.4. Desempenho AnalitiCo..........cccoeeiiiiiiiiiiiiii 60

6.3.5. Teste de exatidao............cceevviiiiiiiiiii i, 63

6.3.6. APlICACAO.. ... e 63

6.4. Determinacao sequencialde Bie Pb.............ccoooiiiii 64

6.4.1 Avaliacdo do tempo de estabilizacdo e tempo de

=T (0 = T 64
6.4.2. Otimizagao da concentragédo dos reagentes............... 66
6.4.3. Otimizacdo das vazbes do gas de arraste e das

SOIUGOES. ... e e e 70
6.4.4. Estudo dos possiveis interferentes............c......ccoe.. 72
6.4.5. Estudo do efeito da concentragdo do HNOa................ 75



6.4.6. Desempenho AnalitiCo..........ccceviiiiiiiiiiiiiiice e 76
6.4.7. Teste de exatid@o............cceevviiiiiiiiiii i 77
6.4.8. APlICAGAOD........uei i 78
T — CONCIUSOES....cccuuiiiiirriniisiirrr s s s e srnnsas s s s s rnnn s e s rmnass s s e e s s nmnnssnnns 80
8 — Referéncias Bibliograficas............cccoiiiiiimmmmneccccc s 83

Y o 1= Vo [T 89



Capitulo 1

Introducao



Introdugao 2

1 — Introducgao

A espectrometria de absorgdo atdmica com chama (FAAS - Flame
Atomic Absorption Spectrometry) é uma técnica muito utilizada para a determinagéo
de elementos em concentragdes da ordem de mg L™, e tem como caracteristicas a
simplicidade e o baixo custo de operagdo’.

O principio fundamental utilizado pela técnica baseia-se no fato de que
atomos gasosos no estado fundamental, gerados no atomizador (chama), sé&o
capazes de absorver radiacdo de frequéncia especifica, proveniente de uma fonte
de radiacdo primariaZ.

No entanto a FAAS possui algumas limitagdes quanto ao sistema de
nebulizagdo, no qual apenas 5 a 15% da amostra nebulizada efetivamente alcangam
a chama. Além disso, solugdes muito viscosas necessitam ser diluidas com um
solvente adequado para uma eficiente nebulizagdo. Outras limitagées sao relativas a
quantidade de amostra requerida para que a leitura do sinal analitico seja confiavel e
ao pequeno tempo de residéncia dos atomos no compartimento de atomizacao®>.

Com o intuito de melhorar as caracteristicas da FAAS, uma alternativa
apresentada é o uso da técnica de geracéo de hidretos (HG — Hydride Generation),
que tem como principio basico o fato de que alguns elementos (As, Bi, Ge, Pb, Sb,
Se, Sn, Te) podem gerar hidretos volateis a temperatura ambiente, sendo
posteriormente transportados para uma célula de atomizacéo®.

Algumas vantagens encontradas no uso da técnica de HG estdo na
possibilidade de separacdo do analito da matriz, melhorando a preciséao,
favorecendo a seletividade devido a reducgdo significativa dos interferentes, e
melhorando o transporte do analito para o atomizador®*. O uso do tubo de quartzo
na chama de ar/acetileno soluciona o problema quanto ao tempo de residéncia dos
atomos no volume de absorc¢édo, resultando em uma alta sensibilidade, com baixos
ruidos e sinal de fundo, e bons limites de detecgéo5. Todas essas caracteristicas
satisfazem os interesses para estudos de elementos tracgo.

Apesar dessas vantagens, a espectrometria de absorgao atdbmica com
geracao de hidretos (HGAAS — Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry)
€ utilizada para a determinagdo de um unico elemento, o que aumenta

drasticamente o tempo da andlise e o consumo de reagentes®. Dessa forma, houve
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um grande interesse para realizar determinagbes multielementares utilizando a
técnica. Assim, atualmente, é possivel realizar determinagées multielementares
sequenciais (FS FAAS - Fast Sequential Flame Atomic Absorption Spectrometry)
acoplada com geracéao de hidretos.

A espectrometria de absorcdo atdmica sequencial rapida permite medir
uma sequéncia de analito em ordem decrescente de comprimento de onda pelo
sistema do monocromador, reduzindo o tempo de analise e o consumo de
reagentes, mantendo as vantagens da FAAS convencional, como a facilidade do
uso’.

Desta forma, neste trabalho foram desenvolvidos dois sistemas,
utilizando a espectrometria de absor¢cao atdbmica com chama sequencial rapida
acoplado a técnica de geracao de hidretos, para a determinagédo sequencial de As e
Sb, Bi e Pb em amostras de agua do rio Tieté, agua do mar da Praia Grande —

Ubatuba e racdo de frango.
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2 — Objetivos

As propostas desse trabalho de mestrado foram:

e Desenvolver dois sistemas, um para determinacdo sequencial
rapida de As e Sb e outro para a determinagcdo sequencial
rapida de Bi e Pb, acoplando-se a espectrometria de absorcéo
atbmica com geragao de hidretos (HGAAS);

e Identificar as melhores condi¢des de trabalho para determinar
sequencialmente As e Sb, Bi e Pb;

e Aplicar os métodos propostos na andlise de amostras de agua
do rio Tieté, agua do mar da Praia Grande - Ubatuba e ragéao de

frango.
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3 — Revisao Bibliografica

3.1. Espectrometria de Absorgao Atomica com Chama (FAAS)

A espectrometria de absor¢do atbmica com chama foi desenvolvida e
proposta no inicio dos anos 50 pelo fisico australiano Alan Walsh, que montou o
primeiro prototipo e utilizou como técnica analitica para a determinagao de diversos
metais®.

No principio, a comunidade cientifica apresentou certa descrenca, pois
até entao, so6 utilizavam o espectro de emissao atbmica para as analises quimicas.
Entretanto, a utilizacdo do espectro de absor¢ao atébmica atraiu a atencdo do russo
Boris V. L’vov, que dois anos depois propds um espectrometro de absorcido atbmica
que utilizava um forno de grafite como atomizador eletrotérmico (GFAAS — Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry)®.

A outra grande contribuicdo de Alan Walsh para a espectrometria de
absorcdo atbmica com chama, foi o desenvolvimento das lampadas de catodo oco
(HCL — Hollow Cathod Lamps), confeccionadas em tubos selados de vidro com
janela de quartzo, dispensando assim, o emprego de monocromadores de alta
resolucdo que eram inviaveis na época, exigidos para a utilizacdo de fonte
continua'®. Desde entdo, grandes avancos foram ocorrendo a passos largos, o que
contribuiu para que a FAAS fosse uma das técnicas espectroanaliticos mais
utilizadas, pois € uma das principais ferramentas empregadas em laboratério de
analise de rotina e industrias devido a sua simplicidade, robustez, seletividade,
ampla faixa linear e baixo custo®.

Na FAAS, a amostra é introduzida por um sistema de nebulizagdo. Na
maioria dos espectrometros de chama utiliza-se um queimador de pré-mistura no
qual combustivel, oxidante e a amostra sdo misturados antes da introdugdo na
chama. A amostra liquida é aspirada para dentro da camara de nebulizagdo por um
nebulizador pneumatico concéntrico, originando um aerossol com particulas liquidas
da solucdo da amostra dispersa nos gases que originardo a chama (aerossol

primario). Esse aerossol primario € direcionado em alta velocidade contra uma
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superficie de impacto, gerando um aerossol secundario constituido de goticulas com
diametro entre 0,8 a 50 pm. O aerossol secundario disperso na mistura
oxidante/combustivel dirige-se entdo para os defletores onde ocorre uma mistura
adicional e o bloqueio das goticulas maiores. Assim, apenas o aerossol terciario
(cerca de 5% da amostra), com goticulas de diametro entre 0,8 e 4,5 um, atinge o
queimador. Quando o aerossol atinge a chama ocorre a dessolvatagdo, ou seja,
ocorre a evaporacao do solvente. Nessa etapa ha também a formacao de 6xidos e
hidréxidos metalicos. Pouco acima, onde a temperatura da chama é maior, ocorre a
formagcdo da nuvem atémica e os atomos gerados no estado gasoso absorvem
energia radiante, no comprimento de onda especifico de cada elemento, e passam
de um estado de menor energia para um de maior energia'’.

Na espectrometria de absorcdo atdbmica, como ocorre na absorcao
molecular, a absorbancia A é dada pela razao logaritmica entre a intensidade da luz
incidente, /o, € a luz transmitida, /;, e se relaciona com a concentragcdo dos atomos
de um determinado elemento na amostra (Lei de Lambert- Beer). Esta lei pode ser
expressa através da Equacdo 1, em que K € a constante relacionada ao coeficiente
de absorgcao, Ny a concentragdo de atomos na chama e L o caminho 6tico na

chama?:
A=log lp/li= KL Ny Equacéo 1

Apesar da FAAS ser um dos métodos espectroanaliticos mais
empregados, a técnica possui algumas limitagdes que impedem a determinagao de
analitos na faixa de ug L. Dentre as principais limitagdes estdo a rapida passagem
dos atomos pela zona de atomizagdo e a baixa eficiéncia de nebulizacdo, pois
apenas 5 a 15 % do volume original da amostra alcangam a chama?®. Sendo assim,
com o intuito de reduzir as limitagcbes e aumentar a sensibilidade da FAAS, muitas
propostas tém sido levantadas, dentre elas, o uso de atomizadores na forma de tubo
e diferentes sistemas de nebulizagdo e introdugdo da amostra'®'>,

O primeiro trabalho a empregar o conceito de célula de atomizagao foi
o de ROBINSON', na década de 1960, que utilizou um tubo de quartzo com formato

de T e sobrepds em um espectrometro de absor¢cao atdbmica com chama. A sua
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proposta apresentou um ganho de 10 vezes na sensibilidade para a determinagéo
de platina. Em 1963, FUWA e VALLEE™ utilizaram outro método, no qual eles
empregaram um tudo de quartzo de 91 cm de comprimento e 1 cm de didametro
interno e inseriram em um tubo de vidro borossilicato de 99 cm de comprimento.
Eles posicionaram a chama de um queimador na extremidade de um dos lados do
tubo e em um angulo de 15° com o caminho 6ptico. Com isso, eles obtiveram um
aumento da sensibilidade na determinagao de alguns elementos como Cd, Cu e Zn.
Entretanto observaram severas interferéncias devido a absor¢cdao molecular, ao
espalhamento de radiacao pelas espécies presentes na chama e outras formadas
por recombinacéo devido & diminuigdo da temperatura ao longo do tubo™.

Em 1970, DELVES'® prop6s o uso de um recipiente de Ni com 10 mm
de diametro e 5 mm de altura, o qual colocava pequenos volumes da amostra, € um
tubo de Ni de 100 mm de comprimento e 12,5 mm de didmetro interno com abertura
na parte inferior, o qual era posicionado a 20 mm de um queimador de um
espectrémetro de absorcao atdbmica com chama. A amostra que foi introduzida no
recipiente era vaporizada na chama do queimador abaixo do tubo de Ni. Os vapores
atingiam o interior do tubo de Ni aquecido, onde ocorria a formacdo e a
concentragdo da nuvem atémica. O método foi empregado para a determinagao
direta de Pb em sangue e, uma melhora em termos de limite de detecg¢do (LD = 11,9
ug L") da FAAS foi alcangada. Entretanto, a técnica apresentou baixa precisao,
possivelmente, devido a dificuldade do posicionamento exato do recipiente de Ni em
cada medida e problemas com a combustdo da amostra durante a vaporizagéo'?.

WATLING", em 1977, utilizou um arranjo, em que um tubo de quartzo
posicionado sob o queimador de um espectrdbmetro com chama, possuia duas
aberturas, uma acima e outra abaixo com um angulo de 120° entre elas. A amostra
era introduzida através de um sistema de nebulizagdo pneumatica convencional.
Nesse método, conhecido como slotted tube atom trap (STAT), o tubo de quartzo
funcionava como uma célula de atomizacédo, aumentando o tempo disponivel para a
atomizagao e concentrando a nuvem atdbmica. A técnica mostrou-se efetiva para a
determinacao de elementos volateis (Ag, As, Bi, Cd, Sb, Sn), no entanto, para

elementos mais refratarios, o método nao se apresentou adequado, provavelmente
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devido ao sistema de nebulizagdo utilizado e a baixa temperatura no interior do
tubo™".

O sistema de nebulizagdo pneumatico convencional é um dos
responsaveis pelas limitacbes da FAAS, que impedem a determinagao de analitos
na faixa de pyg L. Uma alternativa a esse sistema é a nebulizagdo hidraulica sob
alta pressdao (HHPN - Hydraulic High-Pressure Nebulization). Nesse método, a
solucdo da amostra é forcada por uma bomba de HPLC, ou bomba de pistao,
através de um capilar de Pt/Ir com orificio (nozzle) de 10 a 30 ym de didmetro, a
uma pressao de 100 a 400 bar. Ha entdo, a formacdo de um jato de liquido a alta
velocidade que colide com uma esfera de vidro posicionada a alguns centimetros da
saida do nozzle, gerando um aerossol. Esse aerossol, gerado no interior da camara
de pré-mistura de gases de um sistema de nebulizagdo pneumatico convencional, é
arrastado até o queimador, onde ocorre a atomizacdo do analito. Em HHPN, a
quantidade de amostra que é convertida em aerossol e atinge a chama chega a
50%, aumentando a sensibilidade da FAAS em até uma ordem de grandeza®.

BERNDT e YANES'™, em 1996, propuseram uma modificacdo da
HHPN, em que a amostra é forcada por um capilar de Pt/Ir aquecido eletricamente a
300° C e sai por um nozzle de 20 ym de diametro. O efeito de nebulizagdo é
baseado em ondas de choque causadas pela alta pressdo hidraulica e da
vaporizagao espontanea de parte do liquido devido a alta temperatura. Neste caso,
utilizando a FAAS para a determinacdo de varios elementos, o rendimento do
aerossol foi cerca de 80 % em comparagdo com a nebulizagdo pneumatica
convencional, resultando em uma melhora de 10 vezes do limite de deteccéo.

Outro sistema de introducdo de amostra apresentado € a nebulizagao
ultrassdnica (USN - Ultrasonic Nebulization). RIBEIRO et al.®® propuseram a
utilizacdo de um dispositivo de USN com sistema de dessolvatagao, acoplado a um
FAAS e a um espectrémetro de absorcao atbmica em chama com forno (FFAAS -
Flame Furnace Atomic Absorption Spectrometry) utilizando para isso, um tubo de Ni.
Na USN, um aerossol é gerado quando a amostra liquida entra em contato com um
transdutor piezelétrico alimentado por uma fonte de radio frequéncia, e neste caso, o
processo de nebulizagdo ndo depende da vazao dos gases na chama, possibilitando

a otimizacado do processo de formagado do aerossol. Os sistemas foram utilizados
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para a determinagdo de elementos tracos (Ag, Bi, Cd, Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, Se, Tl e
Zn) em materiais de referéncia certificado (CRM - Certified Reference Material) e os
resultados demonstraram um ganho de sensibilidade de até 39 vezes para FFAAS,
principalmente devido ao aumento do tempo de residéncia dos atomos na zona de
atomizagado e a auséncia de diluigdo do analito pelos gases da chama. Entretanto,
elementos que requerem altas temperaturas de atomizacdo, como o Cr e Mn, foram
determinados mais eficientemente utilizando a FAAS. Apesar de aumentar o sinal
analitico, € necessario retomar a atengcdo aos processos de interferéncia, pois a
maior eficiéncia na introducdo da amostra pode também causar aumento da

concentragao dos interferentes no caminho optico.

3.2. Espectrometria de Absorcao Atomica com Geragao de Hidretos
(HGAAS)

Uma alternativa apresentada para melhorar a sensibilidade da FAAS é
o acoplamento do sistema de espectrometria de absorgdo com a técnica de geragao
de hidretos, para a quantificacdao de alguns elementos (As, Bi, Ge, Pb, Sb, Sn, Se,
Te) que podem gerar hidretos a temperatura ambiente®.

Os hidretos sdo formados através da mistura de uma amostra
acidificada com um forte agente redutor. As principais vantagens do emprego da
técnica de geracao de hidretos, além do aumento da eficiéncia do transporte para o
atomizador, sao: a separagao do analito da matriz, resultando em uma melhora da
precisdo; a reducdo de interferentes, melhorando a seletividade; melhora
significativa dos limites de deteccao, satisfazendo os interesses para estudos de
elementos traco; além da automac&o dos sistemas® ?'.

Um trabalho considerado um marco na geragao de hidretos é o de
HOLAK??, que reduziu As a arsina pela adigdo de Zn metdlico & amostra acida,
sendo que a espécie volatil formada era transportada, com o auxilio do gas Ar, para
a chama de um aparelho de absor¢ao atémica.

O sistema de geracgao de hidretos com a determinacao das espécies de

interesse por FAAS, consiste em 4 etapas: a geracao do hidreto propriamente dita, a
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coleta, quando necessaria; a transferéncia para o atomizador e por fim a
decomposicéo para posterior detecgdo das espécies de interesse?>.

Os hidretos podem ser gerados através do uso de diferentes redutores,
que podem ser classificados, de maneira geral como: redutores metalicos em meio
acido, tais como Zn/HCI, SnCly/HCI-KI e MgHCI-TiCls, e tetrahidroborato de sddio
estabilizado (NaBH4) em meio basico. Entretanto, o uso de redutores metalicos leva
a formacdo de apenas poucos hidretos volateis (basicamente AsH; e SeH), ao
mesmo tempo que apresenta um elevado tempo para a reacdo se completar,
restringindo a aplicacéo da técnica e dificultando a automacéo® 2.

Em 1972, BRAMAN et al.?*, relataram o uso de solugdes redutoras de
NaBH, estabilizada em meio alcalino para a determinacdo de As e Sb. As espécies
volateis geradas eram transportadas com o auxilio do gas Ar, passavam por um tubo
dessecante com CaSO,4, e a emissdo era medida através de um detector de
descarga de corrente continua. Através do uso de NaBH; como agente redutor,
ampliou-se o numero de elementos determinaveis por geragao de hidretos, além de
diminuir o tempo necessario para ocorrer a reacao.

A reagao para a formagao do hidreto envolve o hidrogénio proveniente

da hidrdlise acida do NaBH4, que reduz o analito (X) a hidreto, de acordo com as

Reacdes 2 e 3*%;
NaBH,4 + 3H,0 + HCI — H3BO3 + NaCl + 8H’ Reacéao 2
X™ + (m+n)H — XH, + mH" Reacéo 3

THOMPSON E THOMERSON®, em 1974, demonstraram através de
seus experimentos uma melhora significativa da sensibilidade com o uso de uma
solugdo de 1 % m v™' de tetrahidroborato de sédio, como agente redutor. Além de
observar a melhora da sensibilidade, eles determinaram pela primeira vez o Pb,
através da geracao de hidreto de Pb.

Apos a geracgao do hidreto de interesse, esses podem ser coletados ou
transportados até o caminho 6ptico do equipamento. A coleta, geralmente ocorre

quando se utiliza agentes redutores metalicos, que necessitam de mais tempo para
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gue a reacgao ocorra, ou quando se realiza uma etapa de pré-reducdo. Neste caso,
ocorre o aprisionamento do hidreto formado em um coletor (trap) de nitrogénio
liquido para posteriormente ser atomizado em uma chama de um espectrémetro de
absorcédo atdmica® ?°. No segundo modo, o hidreto formado é transportado com o
auxilio de um gas inerte, geralmente o argbnio, diretamente para o caminho 6ptico
do equipamento?.

O uso de NaBH4, como agente redutor, possibilitou a automatizagdo do
sistema, uma vez que a reagao ocorre de forma rapida, comparado aos redutores
metalicos. Dentre as vantagens apresentadas pelo sistema automatizado destacam-
se: diminuicdo do consumo de reagentes e amostras, melhora da sensibilidade, pois
o hidreto formado é conduzido rapidamente até o atomizador, elevada frequéncia
analitica e diminui¢ao do risco de contaminagao.

Na literatura existem diversos trabalhos que utilizam sistemas
automatizados empregando a geragao de hidretos acoplado a AAS, como o trabalho
proposto por SCHMIDT et al.?’, que em 1975, determinaram As, Bi, Se, Sb e Sn,
utilizando como agente redutor uma solugdo de NaBH4. Os autores relatam que o
meétodo automatizado foi superior ao método manual em termos de reprodutibilidade
e facilidade de operacao.

Em 2001, QUINAIA e ROLLEMBERG?®, determinaram seletivamente
As total, As(lll), As(V) e acido dimetilarsinico (DMA) em aguas naturais, através de
diferentes meios de redugédo, empregando um sistema automatizado com HG-AAS.
O método proposto apresentou boa exatidao e precisao, facil preparo da amostra e
baixo tempo de analise.

Outro fator importante para melhorar a sensibilidade da FAAS, e
relatado anteriormente, € o uso de células de atomizagdo. No entanto, nos primeiros
trabalhos utilizando HGAAS, a espécie volatil formada era transportada diretamente
para a chama de um espectrometro de absorgcédo atébmica, resultando em uma baixa
sensibilidade, diluigdo do hidreto nos gases da chama e elevada absorcdo de fundo.

Em 1972, CHU et al.?® propuseram o uso de um atomizador de quartzo
na forma de T, aquecido eletricamente e colocado ao longo do caminho 6ptico do
equipamento de absorcdo atdbmica. Neste caso, os hidretos volateis eram

transportados, com o auxilio do gas argdnio, ndo mais para chama e sim para o tubo
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de quartzo. Com isso, obteve-se uma melhora significativa do limite de deteccao,
nao sé devido ao maior tempo de residéncia dos atomos na zona de absorg¢ao, mas
também por evitar que parte da radiagdo de fonte primaria fosse absorvida pela
chama, aumentando a intensidade da radiacdo que alcancava o detector

Em 1974, THOMPSON e THOMERSON?, utilizaram um tubo
atomizador de silica, em uma chama de ar-acetileno, para a determinagao de As, Bi,
Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te. Eles obtiveram como vantagem, em relagdo a introdugao
direta em uma chama, a diminuicdo do sinal de fundo para os elementos As e Se,
bem como a melhora dos limites de deteccdo. No mesmo ano, GOULDEN e
BROKSBANK® aplicaram o atomizador de silica, aquecido por meio de uma
resisténcia, para determinar As, Sb e Se em aguas naturais, de forma automatica e
simultanea, utilizando a espectrometria de absorg¢ao atbmica.

FIGUEIREDO et al.*', em 2007, empregaram um tubo atomizador
Inconel 600° (composto aproximadamente de 72% m m™' de Ni, 14 a 177% m m™ de
Cre 6 a10% m m™ de Fe), para determinagdo de Sb, em amostras de sedimentos
de rios e lagos e em amostras farmacéuticas, utilizando a espectrometria de
absorcao atdbmica com geracdo de hidretos. O método proposto apresentou boa
sensibilidade, com limite de detecgao de 0,23 ug L.

Atualmente o atomizador mais empregado na geragao de hidretos € o
tubo de quartzo na forma de T, podendo ser de dois tipos: aquecido externamente
ou com chama interna. O tubo de quartzo pode ser aquecido externamente por uma
resisténcia elétrica ou uma chama de ar — acetileno, e sua temperatura varia de 700°
C a 1100° C. Por outro lado, o tubo de quartzo aquecido por uma chama interna
necessita de um tubo de jungao, ou seja, um tubo especial para a entrada de uma
chama de oxigénio ou hidrogénio, no atomizador, para sustentar uma chama rica em
oxigénio — hidrogénio®.

O tubo de quartzo apresenta como vantagens a elevada sensibilidade,
baixo ruido e sinal de fundo, e bons limites de detecgdo. Entretanto algumas
desvantagens sao: pouca resisténcia a interferéncias durante a etapa de atomizagéao
e a linearidade insatisfatdria da curva de calibragao. Outro fator, € que as reagdes de

atomizacgao ocorrem preferencialmente na superficie do quartzo e, dessa maneira, a
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sensibilidade €& diretamente controlada pela qualidade da superficie interna do
atomizador®* %,

Na tentativa de melhorar o desempenho do tubo de quartzo,
MATOUSEK et al.*2, empregaram o tubo de quartzo com multiplas micro-chamas, no
qual eles utilizaram hidreto de Se como analito e hidreto de As como interferente. Os
resultados mostraram melhora da sensibilidade, aumento da faixa linear de
calibracdo, além de maior resisténcia aos interferentes.

Um dos fatores que afetam o processo de atomizacdo da espécie de
interesse € a eficiéncia da separagao do hidreto. Em sistemas automatizados, deve
ser utilizado um separador gas-liquido que separa o hidreto gasoso do meio
reacional e permite a sua transferéncia para o atomizador. Existem varios
separadores gas-liquido descritos na literatura, empregando um funil de Buchner*,
um tubo em forma de U>® e um reator gas liquido do tipo varredura®.

Em 1997, CADORE E BACCAN?® descreveram o uso de um separador
gas liquido, do tipo varredura, de acrilico. Este separador contém dois orificios na
mesma altura, um para a entrada da mistura (hidreto gasoso + fragéo liquida) e um
para a saida de residuos, que pode ser visto na Figura 3.1. O gas de arraste (N;) é
introduzido por um orificio na parte inferior, que contém vidro sinterizado. Segundo
os autores, com o uso deste separador houve uma melhora na separacdo e
transporte de BiH; para a célula de atomizagdo, refletindo em uma maior

sensibilidade e reprodutibilidade.
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FIGURA 3.1 — Reator separador gas-liquido utilizado no sistema automatizado de

geracgao de hidretos.

Em 2002, RIBEIRO et al.® utilizaram um separador de camara para a
determinacdo de As e Bi, que fornece trés compartimentos, conforme pode ser
visualizado na Figura 3.2. No primeiro compartimento, a solugdo em reacéo ao
entrar no separador gas-liquido (GLS — gas-liquid separator) é borbulhada pelo gas
carregador, que separa o hidreto da fase liquida para a fase gasosa. Em seguida as
bolhas formadas entram no segundo compartimento que possui um diametro maior,
perdem aderéncia com a parede e rompem, fazendo com que o liquido sedimente
com maior facilidade para o ultimo compartimento que é o de drenagem. Este

sistema mostrou-se eficiente com pequena perda de gas na drenagem?®.
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FIGURA 3.2 — Diagrama esquematico do reator separador gas-liquido utilizado no
sistema para a geragao de hidreto. A: Bloco central; B: Tampa superior; C: Tampa
inferior; 1: Anel de borracha; 2: Vidro sinterizado; 3: Entrada da amostra; 4: Saida do

gas; 5: Entrada do gas; 6: Residuo.

Com relagdo ao mecanismo de atomizacdo, estudos termodindmicos
demonstram que os hidretos sofrem decomposicao a baixas temperaturas formando
moléculas diméricas e n3o ocorrendo a formagdo de atomos®’. DEDINA e
RUBESKA®", estudaram a atomizacdo de SeH, em um tubo de quartzo aquecido
com uma chama de hidrogénio-oxigénio e concluiram que a atomizagao do hidreto é
causada pela presenga de radicais livres e que 0 oxigénio aumenta a sensibilidade
da medida. Segundo WELZ e MELCHER?®, 0 mecanismo de atomizagao do hidreto
de As, utilizando um tubo de quartzo eletricamente aquecido, € decorrente das
colisdes entre as moléculas de hidreto e radicais hidrogénio gerados, e o oxigénio &
necessario para que 0S processos ocorram a baixas temperaturas. A reagado dos

radicais com o arsénio esta representada na Equacéao 3:

As + 8H — AsHj; + 5H° Equacéo 3
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O hidreto de As gerado é transportado para o atomizador, juntamente
com o excesso de radicais hidrogénio. A formacgédo de atomos de As é proporcional
ao numero de colisdes dos radicais livres com o hidreto, em um processo que ocorre

de acordo com as Equacgdes 4, 5 e 6:

AsH; + H — AsH, + H, Equacéao 4
AsH; + H" — AsH + H, Equacéao 5
AsH+H — As’ + H, Equacéao 6

Segundo BAX et al.** e AGTENDERBOS e BAX*’, 0o mecanismo de

atomizacao ocorre por meio da oxidacao do hidreto, de acordo com a Equacao 7.
4AsH; + 30, — 4As’ + 6H,0 Equacédo 7

O oxigénio, presente em baixas concentragdes, oxida o hidreto e a
presenca de radicais hidrogénio, catalisa a reacdo de atomizagdo. Segundo os
autores, os radicais hidrogénios devem estar presentes em excesso em relagéo ao
oxigénio, a fim de evitar a oxidagao dos atomos de As.

A principal vantagem apresentada pela separacédo das espécies de
interesse na forma de hidreto gasoso da matriz € a minimizagao das interferéncias
comparada a técnica AAS convencional. Entretanto, podem ocorrer interferéncias
como absor¢ao de fundo, presenga de organo-compostos, diferentes estados de
oxidagdo de um mesmo elemento presente na amostra e efeitos devido a outros
elementos que geram hidretos™ %,

As interferéncias na técnica de geragcao de hidretos podem ser dividas
em dois grupos: interferéncia na fase liquida e interferéncia na fase gasosa, porém
essas interferéncias geralmente ocorrem quando o interferente esta em excesso em
relacdo ao analito. Sendo assim, a interferéncia pode ser controlada por meio da
razao analito: interferente® 2> 4.

A interferéncia na fase liquida ocorre durante a formagdo ou

transferéncia do hidreto do meio reacional liquido para o atomizador e devido a
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mudangas na velocidade (interferéncia cinética). Elementos como As, Sb, Se Te
podem existir, em solu¢cdo, em dois estados de oxidagao, sendo que os estados de
oxidacdo mais altos apresentam velocidade de reducdo mais lenta. Neste caso, é
necessario a realizagado de uma reducéo prévia ao estado de oxidagdo menor (como
no caso do As e Sb), ou uma oxidacao prévia ao estado de oxidagdo maior (como no
caso do Pb)*".

Entretanto, existem alguns trabalhos na literatura que utilizam os
diferentes estados de oxidagédo dos elementos formadores de hidretos para realizar
analises de especiacdo® *°. BORBA et al.** realizaram um estudo da especiacédo de
arsénio inorganico em aguas subterrdneas. O método permite a quantificacédo de
As(lll), As(V) e As total através de duas determinacbes. Primeiramente foi
quantificado o As(lll), espécie mais toxica, e em uma segunda determinagao foi
obtida a concentragdo de As(lll) + As(V) com um erro embutido. Este erro foi
corrigido por uma equagao empregada para descrever as absorbancias obtidas para
solucdes contendo as duas espécies em concentragao conhecida. Apds a corregao
algébrica, foi possivel determinar As total e As(V) por diferencga.

Além da possibilidade de diferentes numeros de oxidagdo, os
elementos formadores de hidretos podem existir ligados a diferentes radicais
organicos, seja em amostras ambientais ou bioldgicas?®. Neste caso, é preciso
destruir completamente todo o material organico na etapa de pré-tratamento da
amostra antes da determinacédo da espécie de interesse. No entanto, a escolha do
acido utilizado na mineralizagao da amostra € um fator importante, uma vez que,
alguns acidos minerais oxidantes, como o HNO3 e H,SOy, interferem na geracéo do
hidreto por converter os elementos formadores de hidreto em seus estados de
oxidagdo mais elevados, e por consumir o agente redutor. No caso do HNOs,
durante a etapa de HG, pode ocorrer a produgao de NO,, que interfere severamente
durante atomizagao® .

Em 1975, SMITH* investigou a influéncia de 48 elementos na
determinacao de As, Bi, Ge, Se, Sn e Te por HGAAS, empregando uma chama de
hidrogénio. O autor sugeriu que a interferéncia é dada pela reducao preferencial do
ion metalico interferente, presente na solugcdo, para a forma elementar coloidal,

causando a co-precipitacdo do analito, adsorvendo o hidreto formado, decompondo-
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o cataliticamente ou retardando a sua geragdo. Neste mesmo trabalho, o autor
verificou que metais alcalinos e alcalinos terrosos apresentaram menos de 10% de
interferéncia na determinacdo desses seis elementos, nos niveis estudados, ao
contrario de ions como Co(ll), Ni(ll) e Cu(ll), que podem ser facilmente reduzidos
pelo NaBHj,.

PIERCE e BROWM?®, em 1976, verificaram que a ordem de adi¢do dos
reagentes € um fator importante na determinagédo de As e Se. Quando NaBH, foi
adicionado antes do acido cloridrico, observou-se a formacao de um precipitado e
uma diminuigao do sinal analitico, 0 que sugere uma competi¢do entre o analito e o
ion interferente pelo redutor. No entanto, ao inverter a ordem de adigédo, a
interferéncia n&o foi observada. WELZ e SCHUBERT-JACOBS™, observaram que o
aumento da concentracido do acido cloridrico também diminui o efeito interferente na
determinacado de As e Se, na presenca de Ni, Co e Cu, e que a diminuicdo da
concentracdo do redutor permite maiores razdes interferente/analito, com excecao
para interferéncia do Cu no sinal do Se, onde o efeito € menos pronunciado em
concentragbes maiores do redutor.

Outra maneira de minimizar a acao de interferentes € a adicdo de
agentes mascarantes, que deve produzir uma modificagdo quimica apropriada na
etapa da geracdo do hidreto, reduzindo a agao dos interferentes e mantendo a
sensibilidade analitica da técnica. Entre os agentes mascarantes, os mais utilizados
sdo: L-cisteina, Tiouréia, KI e KCN*"'*". TAKASE et al.*® investigaram a interferéncia
dos metais Cu e Ni na determinacédo de Bi, em amostras de liga, por HGAAS. Eles
observaram uma toleréncia a Cu e Ni estando a um excesso de 5.000 e 10.000
vezes, respectivamente. No entanto, com o emprego do agente mascarante 2-2-
tiazolilazo-p-cresol, a tolerancia a Ni e Cu passou para 160.000 e 16.000 vezes,
respectivamente.

Por outro lado, as interferéncias que ocorrem na fase gasosa, sao
devido a espécies volateis, que na maioria das vezes sao outros elementos
formadores de hidretos. Elas podem ocorrer durante o transporte do hidreto, no qual
o interferente ocupa o lugar do hidreto de interesse durante a passagem até o
atomizador, retardando a coleta do sinal analitico; ou durante a atomizagao, que

acarreta em dois tipos de efeitos: a diminuicdo da concentracdo dos radicais
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hidrogénio no interior do atomizador e o decaimento dos atomos livres do analito,
devido as suas reacdes com os interferentes na fase gasosa® %> 41,

A presenca de interferentes depende da matriz, das condigbes
experimentais, do sistema de geragdo do hidreto e do atomizador utilizado e a
eliminacdo ou minimizagdo da interferéncia depende da identificagdo dos ions

interferentes.

3.3. Espectrometria de Absor¢cdao Atébmica com Chama Sequencial
Rapida (FS FAAS)

Conhecendo-se as diversas qualidades da técnica de Espectrometria
de absorcao atdbmica com chama, como a simplicidade, o baixo custo de operacao e
a baixa possibilidade de interferéncias espectrais, houve um grande interesse para
realizar determinacdes multielementares utilizando a técnica. No entanto, durante
todo o desenvolvimento histérico, as determinacdes multielementares por AAS foram
realizadas unicamente de forma simultdnea. Embora seja de grande interesse
realizar as medidas de forma simultanea, ainda é critica a limitacdo devido ao
comportamento termoquimico bastante distinto entre os diversos elementos”®.

Apenas 50 anos apds a implementagcao da técnica por Alan Walsh,
determinagdes multielementares vieram a ser realizadas de forma sequencial. Além
do comprimento de onda desejado, que € selecionado de forma rapida pelo sistema
do monocromador, outras condi¢gdes de operagao, como a estequiometria da chama
e a altura do queimador, podem ser selecionadas de forma independente para cada
elemento®.

Em 2004, PROJAHN et al.’, utilizaram um espectrometro de absorgao
atbmica com atomizador de chama SpectrAA 220 FS da Varian, para estudar o uso
do método de elemento de referéncia para determinacdo sequencial de alguns
metais. Com este equipamento, que possui um monocromador com velocidade de
varredura de 33 nm s, lJampadas de catodo oco que sdo operadas simultaneamente
e selecionadas utilizando um espelho motorizado e, chama que é ajustada por meio

de controle automatico programavel do fluxo do gas, os autores obtiveram uma
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frequéncia analitica superior ao da espectrometria de emissao optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES- Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectroscopy)

Em 2005, NIEDZIELSKI*® desenvolveu um sistema analitico para a
especiacdo de As e Se inorganicos, acoplando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgédo por espectrometria de absor¢do atbmica com geracao de
hidretos (HPLC — HG — AAS - High Performance Liquid Chromatography — Hydride
Generation — Atomic Absorption Spectrometry). Este método foi aplicado na
determinacdo sequencial de As(lll), As(V) e Se(lV), Se(VlI) em amostra de agua
mineral e a atomizacgao foi realizada em um tubo de quartzo aquecido eletricamente
a uma temperatura de 900°C. No mesmo ano, AMORIM e FERREIRA® utilizando
FS FAAS, determinaram Cd e Pb em amostra de sal de cozinha para consumo
humano, apds a separacao e pré-concentracdo destes metais por meio da extracao
liquido-liquido dos complexos metal-ditizona com metil-isobutil-cetona (MIBK),
aspirando a fase organica diretamente para a chama. Através da pré-concentragéo
dos analitos, os autores conseguiram aumentar a sensibilidade da técnica, obtendo-
se limites de 0,3 ng g™ para Cd e 4,2 ng g para Pb.

Em 2006, da SILVA et al.>! determinaram sequencialmente Zn e Mn em
amostras de chocolate em pé, utilizando amostragem em suspensdo. Com esse
método, pode-se realizar a analise direta, sem a necessidade da etapa de digestao,
considerada a mais critica, na qual sao inseridos mais erros, possui maior custo e
consome-se mais tempo. Os limites de detecgdo obtidos foram de 52 e 61 ng g™,
para Mn e Zn, respectivamente.

Em 2008, a FS FAAS foi utilizada para realizar determinagdes
multielementares em procedimentos analiticos que envolvem calibragdo com

elemento de referéncia. Este trabalho foi desenvolvido por FERREIRA et al.*?

» que
aplicaram essa metodologia para a determinagcao sequencial de ferro e manganés
em vinho, utilizando analise direta. Para isso, eles testaram Ag, Co, In e Ni como
elementos de referéncia, para a correcdo do efeito da matriz. Os resultados
demonstraram que o Co e o In foram os mais eficientes e como vantagem eles
obtiveram reducdo no tempo e no custo da analise, uma vez que foi eliminada a

etapa de digestdo da amostra. Outra aplicacdo do método de calibragcdo com
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15 determinaram cobre

elemento de referéncia foi em 2010, no qual, MIRANDA et a
em cachaca, utilizando FS FAAS. Os autores avaliaram o uso de Ag, Bi, Co e Ni
como padréo interno, para minimizar interferéncias de transporte. Os resultados
demonstraram que o uso de Ag, em uma concentragao de 2 mg L, foi mais efetivo.

FERREIRA et al®, em 2008, utilizaram a FS FAAS para realizar
determinacdes de Cu e Zn em amostras de alimentos (aveia, chocolate em pdé,
farinha de milho e farinha de trigo). Para melhorar a sensibilidade do método eles
utilizaram a pré-concentragdo com extracdo em ponto nuvem, empregando como
ligante o reagente 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) e para conseguir a fase micelar, o
surfactante n&o iénico Triton X-114. Os limites de detecgao obtidos foram de 0,10 ug
L™ parao Cue 0,15 ug L™ para Zn.

Em 2009, MIRANDA e PEREIRA-FILHO®® desenvolveram um estudo
combinando Espectrometria de Absorgdo Atdbmica com forno tubular na chama e
aerossol térmico (TS-FF-AAS, Thermospray Flame Furnace Atomic Absorption
Spectrometry) e FS-FAAS para a determinacao sequencial de Cd, Cu, Pb e Zn em
amostras bioldgicas. Neste trabalho os autores realizaram um estudo de diferentes
configuragbes de tubos de Ni utilizados como atomizador e compararam as
determinagcbes com TS-FF-AAS multi-elementar com TS-FF-AAS no modo
monoelementar, obtendo-se valores muito proximos de limite de detecgao, porém
encontraram como vantagem a frequéncia de amostragem, sendo que no modo
sequencial determinaram quatro elementos em 72 s e no modo monoelementar
determinaram os mesmos elementos em 320 s.

SANTOS et al.*®, em 2011, determinaram Cu, Fe, Pb e Zn em amostras
de gasolina, utilizando FS FAAS. Os autores fizeram uso da pré-concentracdo dos
metais empregando uma resina modificada com o acido 3,4-dihidroxibenzéico (XAD-
DHB), seguida da dessorcdo com solugcao acida. As amostras de gasolina foram
preparadas como microemulsdes misturando-se 80 mL de amostra com 17 mL de
propan-1-ol e 3 mL de solugao tampao (pH 10). Bons limites de deteccao foram
obtidos através do método desenvolvido, possibilitando a determinagédo dos analitos
em niveis de ug L' em amostras de gasolinas coletadas em postos revendedores de
Salvador, BA, Brasil.
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No mesmo ano, GUERRA et al.® desenvolveram um estudo
combinando a FS FAAS com a técnica de geragdo de hidretos. Os autores
determinaram sequencialmente As e Sb em aguas minerais. Além dos bons limites
de deteccdo, eles obtiverem uma reducido substancial do tempo de analise em
comparagao com o modo de monoelementar, redugcdo do consumo de reagentes e
amostra, e a minimizacdo da producao de residuos. Esse foi o primeiro trabalho a
realizar determinacdo sequencial utilizando espectrometria de absorcdo atomica
com geracéao de hidretos com fluxo continuo (CF HGAAS - Continuous Flow Hydride
Generation Atomic Absorption Spectrometry), empregando um tubo de quartzo

aquecido por uma chama de ar-acetileno.

3.4. A importancia da determinagao de As, Sb, Bi e Pb

A poluigdo ambiental € uma das grandes preocupagdes da sociedade
moderna. Os residuos gerados por atividades industriais sdo inevitaveis, mas a
forma como sdo descartados na natureza deve ser cuidadosamente avaliada®’. Os
elementos como As, Sb, Bi e Pb sdo comumente empregados em processos
industriais, no entanto o descarte inadequado dos residuos gerados causam
prejuizos a natureza e a saude humana, prejudicando o ambiente e o bem-estar da
populagao.

O As, na crosta terrestre, € pouco abundante, mas é naturalmente
encontrado em aguas e alimentos. Esta presente em muitas formas quimicas na
natureza e ocorre em quatro estados de oxidagao: arsenato (5+), arsenito (3+),
arsina (3-) e na forma elementar (0). Contudo, as espécies soluveis geralmente
ocorrem nos estados de oxidagdo 3+ e 5+°°. As fontes antropogénicas incluem
atividades relacionadas a utilizagao de praguicidas, aos rejeitos provenientes da
mineracgao, ricos em As, efluentes industriais da manufatura de vidros e ceramicas e
efluentes derivados do refino de petréleo™.

Uma aplicagdo, de compostos contendo As, que merece destaque €
como estimulante para a alimentagdo das aves visando garantir uma melhor
pigmentacao da carne, promover uma aceleragao do crescimento, aumentar o peso

dos animais e eliminar parasitas. Esse estimulante € denominado roxarsone (acido
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3-nitro-4-hidroxifenilarsénico), considerado relativamente benigno, mas pode ser
facilmente convertido nas formas mais toxicas desse elemento®.

O grau de toxicidade do As depende de sua forma quimica, estado de
oxidagao, estado fisico do elemento, velocidade de absorcéo nas células, velocidade
de eliminacdo, natureza do substituinte, entre outros, ndo dependendo
exclusivamente da sua concentragcdo no meio. A ordem decrescente de toxicidade
dos compostos de As é dada pela seguinte maneira: arsenito (As(lll)) > arsenato
(As(V)) > acido monometilarsénico (MMA) > &cido dimetilarsinico (DMA) >
arsenobetaina (AsB). Para o ser humano, o As trivalente (arsenito) &€ 60 vezes mais
toxico do que a forma oxidada pentavalente (arsenato). Os compostos inorgéanicos
sdo 100 vezes mais toxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e
DMA)®.

A maior parte do As absorvido pelo corpo humano é convertida no
figado para a sua forma menos toxica (espécie orgéanica) sendo eliminado pela
urina. Sendo assim, o As nao possui o comportamento de se acumular no corpo
humano, salvo em casos de exposicdo aguda. A ingestdo de agua rica neste
elemento tem sido a principal causa de contaminacdo humana, e 0s principais
efeitos, devido a essa contaminacao, sao: disfuncdes cardiovasculares, desordens
neurolégicas, desordens hematoldgicas, disturbios gastrointestinais, cancer em
diferentes érgaos (figado, pele e rins), entre outros problemas?® ©*,

O antimbnio pode ser encontrado no meio ambiente em dois estados
de oxidacao: Ill e V. Em ambientes aquaticos, a forma pentavalente (Sb(V)) é a
predominante, devido ao desgaste de rochas. A forma trivalente é resultante,
principalmente, das atividades antropogénicas e em menor parcela, de processos
biologicos de reducdo®.

Compostos contendo Sb sdo muito utilizados na fabricagao de vidros e
ceramicas, como pigmentos em plasticos e também como farmacos, para o
tratamento de Leishmaniose® 3.

A toxicidade do Sb depende principalmente do seu estado de oxidagao
e do modo de transporte e assimilagdo pelos organismos vivos. Compostos
contendo Sb pentavalente sdo geralmente 10 vezes menos toxicos em células de

mamiferos, quando comparados aos compostos contendo Sb na forma trivalente®’.
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O Sb geralmente acumula-se em 6érgéos vascularizados e tecidos,
principalmente rins, figados e bacgo, pois possui grande afinidade pelo sanguee3.

Outro elemento importante, do ponto de vista da saude humana ¢é o Bi,
que possui uso medicinal ha mais de 200 anos para o tratamento de disturbios
gastrointestinais, devido a suas propriedades demulcente. Os compostos de Bi
também sdo empregados em semicondutores, produtos cosméticos, ligas e aditivos
metaltrgicos®.

Entretanto, uma série de efeitos tdxicos tem sido atribuida ao Bi, como:
danos ao rim, efeitos neurotéxicos e hepatite®.

Com relagédo ao Pb, as maiores fontes naturais séo devido a emissdes
vulcanicas e intemperismo geoquimico®. Esse elemento ocorre em uma variedade
de minérios, sendo que a principal € a galena, pois € considerada a mais importante
fonte primaria de Pb®.

As atividades de mineragao e fundigdo de Pb primario (proveniente do
minério) e secundario (proveniente da recuperacdo de sucatas ou baterias),
constituem importantes fontes de emissdo de Pb, causando impactos que podem
persistir por anos®’.

Outra fonte de emissao de Pb, era proveniente de veiculos que
utilizavam gasolinas que continha o tetraetil de chumbo como antidetonante, mas
felizmente o seu uso foi banido na maior parte do mundo. No Brasil, o emprego de
Pb na gasolina tornou-se dispensavel em 1993, quando ficou estabelecido a
obrigatoriedade da introducédo de etanol como aditivo®®.

O Pb é um metal ndo essencial ao organismo e pode ser acumulado
primeiramente em tecidos moles, e posteriormente nos ossos. Quando a exposicao
ao Pb é crénica, efeitos a longo prazo no organismo podem atingir 0s 0ssos, 0s rins,
os sistemas nervoso central, cardiovascular, reprodutivo, enddcrino e a formagao do
feto. O envenenamento agudo por Pb, tem como sintoma mais comum a célica
gastrointestinal®®.

A solubilidade das diferentes espécies de Pb depende do pH do meio.
Em pH acido (~1,5), como o encontrado no estbmago humano, muitas espécies de
Pb sao soluveis, e por isto a principal via de contaminacgao € a ingestao de alimentos

ou poeiras contaminados®.
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Devido a todos os riscos causados pela exposicao a esses elementos,
a necessidade de monitorar a presenca e o comportamento desses compostos € de
extrema importancia.

No Brasil, existe um érgao oficial, o CONAMA (Conselho Nacional do
Meio Ambiente) que estabelece as normas de qualidade do meio ambiente,
principalmente dos recursos hidricos no Brasil. Em 2005, o CONAMA apresentou a
resolucado n°. 357 que trata da classificagdo dos corpos de agua e do tratamento de
efluentes e comparando-se com a resolucédo anterior, n°. 20 de 1986, constata-se
que os limites estabelecidos sdo ainda mais rigidos®.

Segundo a resolucdo CONAMA as aguas sado classificadas como
doces, salobras e salinas e seus niveis de qualidade devem ser assegurados de
acordo com o uso especifico para atender as necessidades da comunidade®.

A Tabela 3.1 apresenta os valores maximos permitidos para As, Sb e
Pb determinados pela resolugdo para aguas doces, destinadas ao consumo
humano, apés tratamento simplificado, e aguas salinas, destinadas a recreagao de

contato primario.

TABELA 3.1 — Valores maximos de As, Sb e Pb estabelecidos pelo CONAMA em

aguas doces e salinas

Concentragao Agua doce Agua salina
AS o / Hg L™ 10 10

Sb/ ug L™’ 5 -
Pb (ot / Mg L 10 10

O CONAMA néao estabelece valores maximos permitidos para o Bi,
tanto para aguas doces quanto para as salinas e no caso do Sb, ndo ha valores
estabelecidos para aguas salinas. Para As, Pb e Sb, os valores estabelecidos nao
SA0 para suas espécies, mas para as concentracdes totais.

Em varios outros paises existem agéncias que estabelecem normas de
qualidade do meio ambiente, como os Estados Unidos, que possui a agéncia de

protegdo ambiental (USEPA — United States Environmental Protection Agency). A
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Tabela 3.2 apresenta os valores maximos permitidos para As, Sb e Pb em agua

potavel ™.

TABELA 3.2 — Valores maximos de As, Sb e Pb estabelecidos pela USEPA em agua

potavel

Concentragao Agua potavel
AS ot / Hg L™ 10

Sb/ ug L™’ 6
Pb tota / Mg L 15

A USEPA também nao estabelece valores para Bi em agua potavel, e
os valores de As, Pb e Sb sdo para as concentracdes totais. Neste caso, os valores
maximos permitidos para Sb e Pb sdo menos rigorosos que o estabelecido pelo
CONAMA.

Quanto a Organizacdo Mundial da Saude (WHO - World Health
Organization), os valores maximos permitidos para As e Pb em agua potavel, sao os
mesmos estabelecidos pelo CONAMA para aguas doces, porém para o Sb, o limite
estabelecido é menos rigido (Sb = 20 ug L™). Assim como o CONAMA e a USEPA, a
WHO n3o estabelece valores maximos permitidos para Bi"".

Com relagcédo as normas de qualidade dos alimentos, no Brasil existe a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que através da Portaria n°685
de 27 de agosto de 1998, estabelece limites maximos de alguns elementos
presentes em alimentos. A Tabela 3.3 apresenta os valores maximos permitidos
para As e Pb em alguns alimentos, uma vez que a ANVISA nao estabelece limites
para Bi e Sb™%.
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TABELA 3.3 - Limites maximos de As e Pb em alimentos, estabelecidos pela
ANVISA

Alimentos As / mg Kg™ Pb / mg Kg™
Gorduras vegetais 0,1 0,1
Bebidas alcodlicas 0,1 -

Cereais e derivados 1,0 -

Ovos e derivados 1,0 -
Leite e derivados 0,1 0,05
Peixes e derivados 1,0 2,0

Mel 1,0 -

Cha, Mate, Café e derivados 1,0 -
Acucares e balas 1,0 2,0

Devido aos baixos valores estabelecidos pelos érgaos oficiais, as
técnicas instrumentais empregadas na andlise de amostras ambientais e alimentos
devem proporcionar elevada detectabilidade para a maioria dos elementos quimicos,

além de viabilizar medidas rapidas e confiaveis.
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4 — Material e Métodos

4.1. Reagentes e Solugdes

Em todos os experimentos foram empregados reagentes de grau
analitico e agua deionizada para o preparo das solugdes. As solugdes de calibragéo
foram preparadas apds sucessivas diluicdes das solucdes padrdo de As, Sb, Bi e
Pb, de concentracdo 1000 mg L™ (Qhemis). Tetrahidroborato de sédio (Sigma-
Aldrich), utilizado como reagente redutor, foi preparado diariamente em 0,5 % (m v™)
de NaOH (Qhemis). Para a determinacéo de As e Sb, foi utilizado uma solugéo pré-
redutora 12 % (m v') de Kl (Mallinckrodt); e para a determinacdo de Bi e Pb foi
utilizado KsFe(CN)s (J. T. Baker) como solugéo oxidante.

Para a digestdo da amostra de ragdo de frango, utilizou-se HNO;
(Qhemis) e HCI (J. T. Baker) previamente purificados utilizando um sistema sub-
boiling (Marconi, Piracicaba, Brasil) e H,02 (30 % m m™") (J. T. Baker).

As solugdes, utilizadas para o estudo dos possiveis interferentes, foram
preparadas a partir das solugbes padrao de Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn de
concentracdo 1000 mg L™ (Qhemis).

Para validar os métodos foram utilizados dois materiais de referéncia
certificado: Nist 1643e (Trace elements in water) e TMDW-HPS (Trace metals in

drinking water).

4.2. Equipamentos e acessorios

Todos os experimentos foram realizados em um espectrémetro de
absor¢cao atdbmica com chama sequencial rapido, modelo AA240FS (Varian,
Mulgrave, Australia), com correcdo da radiagdo de fundo feita por lampada de
deutério. Lampadas de catodo oco de As (193,7 nm), Sb (217,6 nm), Bi (223,1 nm) e
Pb (217,0 nm) (Varian) foram utilizadas como fonte de radiacdo. Os parametros de
operacao do instrumento (resolugao espectral, corrente das lampadas de catodo
oco) foram aquelas recomendadas pelo fabricante. Em todos os experimentos
utilizou-se uma chama de ar/acetileno (13,5 L min/2,0 L min™). Os experimentos
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foram feitos com o espectrémetro trabalhando no modo sequencial rapido e todas as
medidas foram baseadas nos valores de absorbancia (integrated absorbance).

Na etapa de pré-reducdo, para a determinagao de As e Sb, utilizou-se
um banho de aquecimento Aqua wave 9376 (Barnstead Lab-Line, Alemanha).

A decomposicdo da amostra de ragédo de frango foi feita em forno de
micro-ondas Milestone modelo ETHOS 1600 (Sorisole, Italia) equipado com frascos

de perfluoroalcoxialcanos (PFA).

4.3. Sistema CF-HGAAS

Os hidretos de interesse foram gerados por meio de um sistema CF-
HG acoplado ao espectrometro de absorgcdo atdmica com chama sequencial rapido.
A configuragdo do sistema proposto esta ilustrada na Figura 4.1. Para isso, foram
utilizados um separador gas-liquido e uma célula atomizadora de quartzo
(acessorios do sistema VGA-77), um suporte de aco inoxidavel (construido no
Departamento de Quimica) para a adaptagao do tubo de quartzo sobre o queimador,
uma bomba peristéaltica de 8 canais (Ismatec, modelo MCP, Suiga), tubos de Tygon
de diferentes didmetros e um controlador de fluxo de massa (ASA, Sesto San
Giovanni, Italia) para controlar a taxa de fluxo do gas de arraste (Argdnio, White

Martins, Sertdozinho-SP).
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Tubo Atomizador de Quartzo

Ar (mL min-) Bomba
Peristaltica

Separador J|]
()

gas-liquido

(a)
|7 (b)
Bobina (c)

]\ Vazoes
ki (mL min-)

FIGURA 4.1 - Configuragao do sistema CF-HGAAS para a determinagao sequencial
de As e Sb e Bi e Pb. Para As e Sb: (a) NaBHy,4, (b) HCI e (c) amostra. Para Bi e Pb:
(a) NaBHg4, (b) KsFe(CN)s e (c) amostra.

4.4. Descontaminacao dos materiais

Os materiais empregados nesse trabalho foram descontaminados em
banho de HNO3 10 % (v v'') por um periodo de 24 h e posteriormente enxaguados
com agua deionizada, obtida a partir de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Para a secagem, o material foi deixado em capela de

fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil).

4.5. Amostras

As amostras de agua de rio, gentilmente cedidas pelo professor Dr.
Pedro Sérgio Fadini, foram coletadas do rio Tieté (Sdo Paulo) e as amostras de
agua do mar, gentilmente cedidas pela BSc. Luciana Fontes de Oliveira, foram
coletadas na Praia Grande — Ubatuba — Sao Paulo. As amostras de ragao de frango

foram obtidas no comércio local de Sado Carlos — S&o Paulo.
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4.6. Tratamento de dados

Para realizar célculos dos planejamentos fatoriais utilizou-se o software
Matlab® versdo 7.11.0 e para a construgdo dos graficos e superficies de contorno o

software OriginPro 8.
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5 — Procedimento Experimental

5.1. Preparo de Amostra

5.1.1. Amostra de racao de frango

A amostra de ragdo de frango foi previamente liofilizada e
homogeneizada®®. Pesou-se uma massa de 100 mg e, em seguida, adicionou-se 2,0
mL de HCI 12 mol L™, 0,5 mL de HNO3 14 mol L™, 3,0 mL de H,0, 30% mm™ e 2,5
mL de agua deionizada. O programa de aquecimento do forno micro-ondas foi

realizado em seis etapas e esta descrito na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Programa de aquecimento utilizado no forno de radiagdo micro-ondas
(Milestone ETHOS 1600) com frascos fechados de PFA

Etapa Poténcia Tempo
(W) (min)
1 250 2
2 0 1
3 250 5
4 400 5
5 550 5
6 650 3

Depois de finalizado o programa de decomposi¢ao, era aguardado um
tempo de aproximadamente 12 horas para a abertura dos frascos. Apds a abertura,
a amostra era transferida quantitativamente para um tubo de polietiieno e

armazenada sob refrigeracado até o momento da determinacéo.
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5.1.2. Amostra de agua

As amostras de agua do rio Tieté e agua do mar da Praia Grande-

Ubatuba foram acidificadas a 1% v v ™' com HCI e mantidas sob refrigeragdo.

5.2. Determinacao sequencial de As, Bi, Pb e Sb

A intengédo inicial desta dissertagdo de mestrado era efetuar a
determinacgao sequencial rapida dos quatro analitos em estudo. Assim, alguns testes
foram realizados utilizando uma unica solugdo oxidante 0,5 % m v' de KsFe(CN)s.
Para avaliar esta possibilidade foi preparada uma solugao multielementar de 10 ug L
' a partir das solugdes padrdo de referéncia dos respectivos analitos, em meio de
HCI 0,09 mol L™,

5.3. Determinacao sequencial de As e Sb

5.3.1. Otimizacao dos parametros

Com o intuito de melhorar a eficiéncia da geragao de hidretos, realizou-
se a otimizagdo dos parametros quimicos, uma vez que os parametros fisicos do
sistema CF-HG foram os mesmos utilizados por GUERRA et al.® e podem ser

visualizados na Tabela 5.2.
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TABELA 5.2 - Parametros fisicos utilizados para determinacdo de As e Sb por CF-
HGAAS

Parametros
Vazao do carregador e da 15
solucdo de NaBH4 (mL min™) ’
Vaz&o da amostra (mL min™") 6,8
Comprimento da bobina (cm) 60

Vazdo do gas de arraste (L min™) 140
Tempo de estabilizagao (s) 20

Tempo de leitura (s) 3

Para a otimizacdo dos parametros quimicos foi realizado um
planejamento fatorial do tipo Doehlert’”®, considerando as seguintes variaveis:
concentracdo de HCI da amostra (0,2 a 1,0 mol L), concentragdo de NaBH, (0,3 a
0,9 % m v), concentragdo de HCI da solugdo carregadora (2,0 a 8,0 mol L) e
concentragdo de Kl (0,2 a 1,0 % m v"). Essas variaveis foram testadas em 5, 7, 7 e
3 niveis, respectivamente. Em todos os experimentos foi utilizada uma solugao
multielementar de 10 ug L de As e Sb. Antes das determinagdes, essas solugdes
foram submetidas a um aquecimento de 80 °C em banho-maria durante 10 min
(etapa de pré-reducgao). A Tabela 5.3 mostra as caracteristicas dos 23 experimentos
que foram feitos de forma aleatéria para evitar erro sistematico. Trés experimentos
foram realizados no ponto central (variaveis normalizadas em zero), a fim de calcular

a soma quadratica do erro puro.
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TABELA 5.3 — Planejamento do tipo Doehlert para otimizagdo dos paréametros

guimicos na determinagao sequencial de As e Sb

HCI mostra NaBH, HCI carregador Kl
Experimentos Real_1 Norm.* Real  Norm.* Real_1 Norm.* Real  Norm.*
(mol L) (%) (mol L) (%)
1** 0,6 0 0,6 0 5,0 0 0,6 0
2 0,6 0 0,6 0 5,0 0 0,6 0
3 0,6 0 0,6 0 5,0 0 0,6 0
4 1,0 1 0,6 0 5,0 0 0,6 0
5 0,8 0,5 0,9 0,866 5,0 0 0,6 0
6 0,8 0,5 0,7 0,289 8,0 0,817 0,6 0
7 0,8 0,5 0,7 0,289 6,0 0,204 1,0 0,791
8 0,2 -1 0,6 0 5,0 0 0,6 0
9 0,4 -0,5 0,3 -0,866 5,0 0 0,6 0
10 0,4 -0,5 0,5 -0,289 2,0 -0,817 0,6 0
11 0,4 -0,5 0,5 -0,289 4,0 -0,204 0,2 -0,791
12 0,8 0,5 0,3 -0,866 5,0 0 0,6 0
13 0,8 0,5 0,5 -0,289 2,0 -0,817 0,6 0
14 0,8 0,5 0,5 -0,289 4,0 -0,204 0,2 -0,791
15 0,4 -0,5 0,9 0,866 5,0 0,000 0,6 0
16 0,6 0 0,8 0,577 2,0 -0,817 0,6 0
17 0,6 0 0,8 0,577 4,0 -0,204 0,2 -0,791
18 0,4 -0,5 0,7 0,289 8,0 0,817 0,6 0
19 0,6 0 0,4 -0,577 8,0 0,817 0,6 0
20 0,6 0 0,6 0 7,0 0,613 0,2 -0,791
21 0,4 -0,5 0,7 0,289 6,0 0,204 1,0 0,791
22 0,6 0 0,4 -0,577 6,0 0,204 1,0 0,791
23 0,6 0 0,6 0 3,0 -0,617 1,0 0,791

*Valores normalizados

**Experimentos no ponto central

5.3.2. Estudo dos possiveis interferentes

Com o intuito de identificar as espécies interferentes na determinacao
de As e Sb, um estudo foi realizado considerando os constituintes comumente
encontrados em amostras de aguas do rio e do mar e em ragao de frango, incluindo
Al (111), Co (1), Cr (111), Cu (II), Fe (11), Mn (1), Ni () e Zn (Il). Para isso, fez-se uso de
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um planejamento fatorial fracionario 2%* ™. Os niveis de concentragdo escolhidos
para os possiveis interferentes foram baseados nos materiais de referéncia
certificados (NIST 1643e e TMDW-HPS) e na analise qualitativa realizada em ICP
OES (Vista AX, Varian, Melbourne, Australia) para a ragdo de frango. Os maiores
niveis de concentragdo (normalizado como +1) para Co, Cu e Fe foram 40, 300 e
100 pg L™, respectivamente e 500 ug L para Al, Cr, Mn, Ni e Zn. O nivel de
concentragdo mais baixo (normalizado como -1) foi de 10 ug L para todos os
analitos. Um experimento contendo apenas os analitos foi realizado a fim de calcular
a percentagem de interferéncia. As concentragdes dos analitos de interesse (As e
Sb) foram fixados em 10 pg L™'. Em todos os experimentos, foram adicionados 4,17
mL de HCI 6 mol L™, 2,08 mL de Kl 12% m v"" e o volume final foi ajustado com agua
deionizada para 25 mL. Todas as solugcdes foram submetidas a um aquecimento de

80 °C em banho-maria durante 10 min.

5.3.3. Estudo do efeito da concentracao do HNO;

Alguns estudos foram feitos a fim de verificar o efeito da concentragao
do HNOj; na determinacido de As e Sb. Para isso, foram preparadas solu¢gdes com
concentracdes variando de 0,25 a 20 % v v' de HNO3; 14 mol L. Em todas as
solugdes, as concentracdes de As e Sb foram fixadas em 10 pg L' e foram
adicionados 4,17 mL de HCI 6 mol L™, 2,08 mL de KI 12% m v e o volume final era
ajustado com agua deionizada para 25 mL. Antes das andlises, as solug¢des foram

submetidas a um aquecimento de 80 °C em banho-maria durante 10 min.

5.3.4. Curva Analitica de Calibragao

Para a construgdo da curva analitica de calibracdo, foram utilizadas
solugdes com valores de concentragdo de 0,52 a 15 pyg L' de As e Sb. Essas
solugdes foram preparadas diluindo-se as solugbes padrdo dos respectivos
elementos de interesse e adicionando 4,17 mL de HCI 6 mol L' e 2,08 mL de Ki
12% m v . O volume final foi ajustado com agua deionizada para 25 mL. Antes das
determinacdes, essas solugbes foram submetidas a um aquecimento a 80 °C em

banho-maria durante 10 min.



Procedimento Experimental 41

5.3.5. Determinacao de As e Sb nas amostras de agua do rio, agua

do mar e ragao de frango

Para a determinagdo de As e Sb nas amostras de agua do rio e agua
do mar, tranferiu-se 22,5 mL da amostra para um frasco graduado e adicionou-se
2,5 mL de KI 12 % mv"' e 5 mL de HCI 6 mol L™ e ajustou-se o volume final com
agua deionizada até 30 mL. Para a amostra de ragao de frango, transferiu-se
quantitativamente a amostra digerida para um frasco graduado e adicionou-se 2,5
mL de KI 12 % m v’ e 1 mL de HCI 6 mol L™ e ajustou-se o volume final com agua
deionizada até 30 mL.

Antes das determinagdes, as solugdes eram submetidas a um
aquecimento de 80 °C em banho-maria durante 10 min.

Os materiais de referéncia certificados (Nist 1643e e TMDW-HPS)
foram preparados da mesma forma que as amostras correspondentes para ambos

os analitos.

5.4. Determinacao sequencial de Bi e Pb

5.4.1. Otimizagcao dos parametros

Para a determinacédo sequencial de Bi e Pb, realizou-se a otimizagao
dos parametros fisicos e quimicos. Os primeiros parametros otimizados foram os
tempos de estabilizac&do e de aquisi¢cao dos sinais.

O tempo necessario para a estabilizacdo do sinal foi otimizado
individualmente para cada elemento. Para isso foi preparado uma solugao contendo
50 ug L' em 0,09 mol L™ de HCI, para cada analito.

Para determinar o melhor tempo de medida, preparou-se uma solugao
multielementar contendo 10 pg L™ de Bi e Pb em 0,09 mol L™ de HCI e realizou-se
10 medidas para cada tempo estudado (0,5 a 4 s).

Para a otimizacdo dos parametros quimicos foi realizado um
planejamento do tipo Doehlert, considerando trés variaveis: concentragdo de
KsFe(CN)s em 7 niveis (0,25 a 1,75 % m v™'), concentragdo de HCI da amostra em 5

niveis (0,03 a 0,15 mol L") e concentragdo de NaBH4 em trés niveis diferentes (0,25
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a175%m v'1). Em todos os experimentos foi utilizada uma solugdo multielementar
de 10 pug L' de Bi e Pb. A Tabela 5.4 mostra as caracteristicas dos 15 experimentos
que foram feitos de forma aleatéria para evitar erro sistematico. Trés experimentos

foram realizados no ponto central, a fim de calcular a soma quadratica do erro puro.

TABELA 5.4 - Planejamento do tipo Doehlert para otimizacdo dos parametros

quimicos na determinagao sequencial de Bi e Pb

KsFe(CN)g HCI amostra NaBH,
Experimentos Real Norm.* Real Norm. Real Norm.
(%) (mol L) (%)
1** 1,00 0 0,09 0 1,00 0
2% 1,00 0 0,09 0 1,00 0
3 ** 1,00 0 0,09 0 1,00 0
4 1,00 0 0,15 1 1,00 0
5 1,75 0,866 0,12 0,500 1,00 0
6 1,25 0,289 0,12 0,500 1,75 0,817
7 1,00 0 0,03 -1 1,00 0
8 0,25 -0,866 0,06 -0,500 1,00 0
9 0,75 -0,289 0,06 -0,500 0,25 -0,817
10 0,25 -0,866 0,12 0,500 1,00 0
11 0,75 -0,289 0,12 0,500 0,25 -0,817
12 1,75 0,866 0,06 -0,500 1,00 0
13 1,50 0,577 0,09 0 0,25 -0,817
14 1,25 0,289 0,06 -0,500 1,75 0,817
15 0,50 -0,577 0,09 0 1,75 0,817

*Valores normalizados

**Experimentos no ponto central

Os parametros fisicos, vazao do gas de arraste e vazao da amostra e
reagentes, foram otimizados de forma univariada.

Para selecionar a melhor vazdo do gas de arraste, preparou-se uma
solugao multielementar contendo 10 pg L™ de Bi e Pb em 0,09 mol L™ de HCI. Como
agente oxidante foi utilizado uma solugdo de KsFe(CN)s 0,5 % m v e como agente
redutor uma solugdo de NaBH4 1,0 % m v'. As vazdes do gas de arraste foram
estudadas em duas entradas distintas, como pode ser visualizado na Figura 5.1. Os
trés primeiros experimentos foram feitos considerando apenas a entrada de Ar 1, ou
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seja, a entrada de Ar 2 estava fechada. As condi¢cbes utilizadas podem ser

visualizadas na Tabela 5.5.

Tubo Atomizador de Quartzo

i Entrada
: Bomba
;. deAr-d Peristaltica
Separador | L NaBH
gas-liquido 1 I aBH,
’ ) KsFe(CN),
Bobina Amostra
& Vazoes
; mL min-!
™~ ( )
}
Dreno 1
Entrada
deAr -2

FIGURA 5.1 - Entradas utilizadas para a introdugado do gas de arraste.

TABELA 5.5 - Condigdes utilizadas no teste da vazao do gas carregador

Experimento Entradas (mVLa:r?iz'U
1 1 200
2 1 150
3 1 100
4 1e2 200
5 1e2 150
6 1e2 100

Para a otimizagdo da vaz&do da amostra e dos reagentes, preparou-se
solugdes com concentragdes variando de 2,5 a 25 ug L™ para Bi e Pb. Todas as
solugdes foram preparadas em 0,09 mol L' de HCI. Como agente oxidante e agente
redutor foram utilizadas as mesmas solu¢gdes empregadas para a otimizacdo da
vazdo do gas de arraste. As vazdes avaliadas podem ser visualizadas na Tabela
5.6.
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TABELA 5.6 - Condigdes utilizadas no teste da vaz&o das solugbes

Experimento Amostra KsFe(CN)e NaBH,
(mL min™) (mL min™) (mL min™)
1 5,00 2,0 2.0
3,75 1,5 1,5
2,50 1,0 1,0

5.4.2. Estudo dos possiveis interferentes

Para identificar as espécies interferentes na determinacdo de Bi e Pb,
foi realizado também um planejamento fatorial fracionario 2%* considerando os
mesmos constituintes e as mesmas concentragdes do planejamento utilizado para o
estudo de interferentes na determinacé&o sequencial de As e Sb (ver item 5.3.1.). As
concentracdes dos analitos de interesse (Bi e Pb) foram fixados em 10 ug L™ e em
todos os experimentos, foram adicionados 0,375 mL de HCI 6 mol L™, e o volume

final foi ajustado com agua deionizada para 25 mL.

5.4.3. Estudo do efeito da concentracao do HNO;

Para verificar o efeito da concentracdo do HNO3; na determinagao de Bi
e Pb foram preparadas solugdes com concentragdes variando de 0,25 a 20 % v v
de HNO3; 14 mol L. Em todas as solugdes foram adicionados 0,375 mL de HCI 6
mol L' e o volume final foi ajustado com agua deionizada para 25 mL. A

concentracdo de Bi e Pb foi fixada em 10 pg L™.

5.4.4. Curva Analitica de Calibragao

Para a construgdo da curva analitica de calibracdo, foram utilizadas
solugdes com valores de concentragdo de 2,5 a 20 ug L' de Bi e Pb. Essas
solugdes foram preparadas diluindo-se as solugbes padrdao dos respectivos
elementos de interesse e adicionando-se 0,375 mL de HCI 6 mol L. O volume final
foi ajustado com agua deionizada para 25 mL.
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5.4.5. Determinagao de Bi e Pb nas amostras de agua do rio, agua

do mar e ragao de frango

Para a determinagao de Bi e Pb nas amostras de agua do rio e agua do
mar, tranferiu-se 22 mL da amostra para um frasco graduado e adicionou-se 0,45
mL de HCI 6 mol L™ e ajustou-se o volume final com agua deionizada até 30 mL.
Para a amostra de ragéo de frango, transferiu-se 0,75 mL da amostra digerida para
um frasco graduado e ajustou-se o volume final com agua deionizada até 25 mL.

Os materiais de referéncia certificados (Nist 1643e e TMDW-HPS)
foram preparados da mesma forma que as amostras correspondentes para ambos

os analitos.
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6.1. Estudos Preliminares

Como relatado anteriormente, a intencao inicial deste trabalho era o
desenvolvimento de um método para a determinagao sequencial de As, Bi, Pb e Sb.
No entanto, as espécies de cada elemento estudado devem estar no mesmo estado
de oxidagao. Para isso, realiza-se uma etapa de pré-reducio ou pré-oxidacao.

De acordo com o manual do usuario dos acessorios de geragao de
vapor (VGA-77, Varian, Australia), tracos de Kl (utilizado como agente redutor)
interferem severamente nas determinacdes de Bi. No caso do Pb, a geracdo de
hidretos € muito mais eficiente no estado de oxidagao tetravalente”™. Dessa forma,
optou-se por realizar a oxidacdo dos elementos de interesse, utilizando uma solucéao
0,5 % mv" de KsFe(CN)s.

No entanto, os valores de absorbancia obtidos para As e Sb nesses
testes foram muito baixos. Os estados mais altos de oxidacéo para As e Sb formam
hidretos mais lentamente e leva a sinais menores que o estado 3+ > 7,

Uma boa condigdo de compromisso para todos os elementos é dificil
de ser alcancada utilizando o mesmo meio pré-redutor ou oxidante devido as
diferencas intrinsecas de cada elemento. Assim, dois métodos foram desenvolvidos
para a determinagdo sequencial dos elementos com propriedades de formacgéo de

hidretos semelhantes: As e Sb, Bi e Pb.

6.2. Sistema CF-HGAAS

Para a geracdo dos hidretos de interesse, foi proposto um sistema
(Figura 4.1), no qual se utilizou apenas alguns acessorios (separador gas-liquido e
uma célula atomizadora de quartzo) do sistema comercialmente disponivel (VGA-
77), pois de acordo com GUERRA et al.® o sistema nao fornece o controle de
velocidade da bomba e do fluxo do gas de arraste. A principal vantagem em utilizar
uma bomba e uma bobina de reagdo separada, é a obtengcdo de bons limites de

deteccéo e frequéncia analitica.
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6.3. Determinacao sequencial de As e Sb

6.3.1 Otimizacao da concentragcao dos reagentes

Foram estudadas algumas variaveis (concentracbes de HCI na
amostra, HCI do carregador, NaBHs e Kl) com o intuito de verificar se esses
parametros quimicos podem afetar o sinal de absorbancia e quais as melhores
condi¢des a serem utilizadas.

Para avaliar esses parametros, utilizou-se um planejamento do tipo
Doehlert (ver item 5.3.1). Este planejamento possui como principal caracteristica o
fato de que as diferentes variaveis podem ser testadas em diferentes niumeros de
niveis. Desta forma, as variaveis mais importantes para um dado sistema podem ser
verificadas em um maior niimero de niveis’®.

Obtidos os valores de absorbancia para cada experimento, calculou-se
seus respectivos modelos e realizou-se a andlise da varidncia para os dois
elementos.

Os coeficientes de regressao (B) foram calculados através do método
dos quadrados minimos " ", definido pela Equagdo 8, em que X' indica a matriz

transposta de X e y o vetor de respostas (Absorbancia).

B=(X'X)"X'y Equagao 8

Com os experimentos descritos no item 5.3.1 é possivel efetuar o
calculo de 15 coeficientes: b0 (intercepto), 4 coeficientes lineares (b1, b2, b3 e b4), 4
coeficientes quadraticos (b11, b22, b33 e b44) e 6 coeficientes de interacdo (b12,
b13, b14, b23, b24 e b34).

Inicialmente, os calculos da analise de variancia (ANOVA - Analysis of
Variance) foram realizados, levando em consideracdo todos os 15 coeficientes
(calculados utilizando o software Matlab® versdo 7.11.0), podendo ser visualizados
nas Tabelas 6.1 e 6.2.
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TABELA 6.1 — Tabela de analise de varidncia (ANOVA) para As

N° de Grau de

Fonte de Variagao Soma Quadratica Média Quadratica

Liberdade
Regress&o 0,0204 14 1,46 x 10°
Residuo 6,45x 10™ 8 8,06 x 10®
Total 0,0211 22 9,58 x 10™
Erro puro 2,97 x 10* 2 1,48 x 10™
Falta de ajuste 3,48x 10™ 6 5,80 x 10°

TABELA 6.2 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para Sb

N° de Grau de

Fonte de Variagao Soma Quadratica Média Quadratica

Liberdade
Regressao 0,0470 14 3,36 x 10°
Residuo 1,51 x 10° 8 1,88 x 10™
Total 0,0485 22 2,20x 10°
Erro puro 6,70 x 10° 2 3,35x 10°
Falta de ajuste 1,44 x 10° 6 2,40x 10*

A divisdo da soma quadratica de cada fonte de variacdo pelo seu
respectivo numero de grau de liberdade fornece a média quadratica (MQ). A razao
entre a média quadratica da regressédo (MQRr) pela média quadratica dos residuos
(MQy), que nada mais é do que a raz&o entre duas variancias, pode ser usada para
comparar tais fontes de variagao através do teste F (distribuigdo de Fisher), levando
em consideracdo seus respectivos nimeros de graus de liberdade®. O mesmo pode
ser feito para a razdo entre a média quadratica da falta de ajuste (MQyy) pela média

quadratica do erro puro (MQgp), conforme visualizado nas Equagdes 9 e 10:

F1 calculado = MQRr / MQr Equacéo 9

F2 calculado = MQtaj / MQep Equacao 10

Estes dois testes F tém como finalidade mostrar a qualidade do modelo

gerado. Assim, € esperado que os testes F1 e F, apresentem valores altos e baixos,
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respectivamente, quando comparados com os valores de F tabelados com 95% de
confianga (nivel de probabilidade geralmente utilizado).

Assim, ao analisarmos os valores de F cacuiado, t€mMOs que:

Se F1 caculado > F tabelado, © Modelo de regressédo é estatisticamente
significante;

Se F2 caiculado > F tabelado, h@ uma falta de ajuste significativa ao nivel de
probabilidade utilizado.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 6.3.

TABELA 6.3 — Valores de F calculados e tabelados para As e Sb

As Sb
F calculado *F tabelado F calculado *F tabelado
MQg / MQ, 18,1 3,24 17,8 3,24
MQg,; / MQgp 0,390 19,3 7,18 19,3

*Valores de F para um nivel de 95 % de confianga.

Para este caso, o valor de F1 caculado € maior que o valor de F iapeiado, ©
F2 calculado € Mmenor que o valor de F tapelado, tanto para As quanto para Sb, o que
indica que o modelo ndo possui falta de ajuste e a equacédo de regressao é
estatisticamente significante. No entanto, quando uma regressdo € dada como
significativa pelo teste F, nem sempre sera util para realizar previsdes. Pode
acontecer que a faixa de variacdo coberta pelos fatores estudados seja pequena
demais, fazendo com que o efeito sobre a resposta fique mascarado pela extensao
do erro experimental. Uma regra pratica que pode ser empregada, € considerar
regressdo como Uutil para fins de previsao se o valor de F1 cacuiado fOr, pelo menos,
cerca de dez vezes maior que o valor de F pelado, NO Nivel de confianca escolhido™.

Sendo assim, a regressao tanto para As quanto para Sb, ndo é util para
previsdo, uma vez que os valores de F1 cacuiado SA0 cerca de cinco vezes maiores
que o valor de F iaeiado. Entretanto, ainda € preciso determinar quais s&o os
coeficientes significativos, uma vez que todos os coeficientes estdo sendo levados
em consideragdo. Para isso, é necessario determinar o valor da variancia para

calcular os erros dos coeficientes.
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Como o valor de F2 cacuiado < F tabelado, O Valor da variédncia dos erros
sera igual a Média Quadratica dos residuos, pois esta apresenta mais graus de
liberdade que as MQgp, € MQs,. Assim, o valor de t tabelado foi igual a 2,36 (Grau de
liberdade dos residuos — 1 =7).

Estabelecidos os valores da variancia dos erros (s?) e de t, pode-se
calcular os erros dos coeficientes e entdo obter os intervalos de confianga, conforme

as Equacdes 11 e 12:
Erros dos coeficientes = [s?x Diagonal principal de (X'X)"1*° Equagéo 11
Intervalo de confianga = b + [t,.1 X (erro do coeficiente)] Equacao 12

Através dos intervalos de confianga, podemos analisar quais seréo os
coeficientes significativos, para um nivel de 95 % de confianga. Na pratica, sé
devemos considerar estatisticamente significativos os coeficientes, cujos valores do
intervalo, ndo incluam o zero™.

As Figuras 6.1 e 6.2 mostram os coeficientes significativos para As e

Sb, respectivamente.
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FIGURA 6.1 — Coeficientes obtidos para As.
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FIGURA 6.2 — Coeficientes obtidos para Sb.

Sendo assim, considerando somente os coeficientes significativos para

As e Sb, temos os seguintes modelos:

Absorbancia do As = 0,084 + 0,018 [HClamesra] + 0,022 [NaBH4] + 0,051 [KI] — 0,031

[NaBH4]2— 0,029 [HClcarregador]2
Absorbancia do Sb = 0,106 + 0,048 [HClamostra] + 0,042 [HClearegador] + 0,071 [KI]

Em resumo, um bom modelo necessita ter uma regressao significativa
e uma falta de ajuste nao significativa. Evidentemente, a maior parte da variagcéo
total das observagdes em torno da meédia deve ser descrita pela equacédo de
regressao e o restante pelos residuos. Da variagdo atribuida aos residuos é
esperado que a maior parte seja devido ao erro puro, que € o erro experimental (ndo
modelado), e ndo a falta de ajuste, que esta diretamente relacionada com o
modelo’®.

Outro parametro, para observar se toda variagdo em torno da média foi
explicada pela regressao, é o valor do coeficiente de determinagdo do modelo (R?),
que pode ser obtido por meio da razdo entre a soma quadratica da regressao (SQg)
pela soma quadratica total (SQr) (Equagdo 13). O valor maximo de R é 1, e s6

ocorrera se nao houver residuo e portanto, toda variagdo em torno da média for
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explicada pela regressdo. Quanto mais proximo de 1 estiver o valor do coeficiente,

melhor estara o ajuste do modelo as respostas observadas.
R? = SQr/SQr Equacdo 13

Os valores de R? obtidos para As e Sb foram 0,967 e 0,969,
respectivamente.

No entanto, uma nova andlise de variancia foi realizada para verificar
se 0 novo modelo obtido, ou seja, o modelo considerando apenas os coeficientes
validos esta bem ajustado.

Desta forma, uma nova Tabela ANOVA foi obtida para ambos os

elementos e os resultados podem ser visualizados nas Tabelas 6.4 € 6.5.

TABELA 6.4 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para As, considerando os

coeficientes significativos

N° de Grau de

Fonte de Variagao Soma Quadratica Média Quadratica

Liberdade
Regressao 0,0189 5 3,78 x 10”
Residuo 2,23x 10° 17 1,31x 10"
Total 0,0211 22 9,60 x 10™
Erro puro 2,97 x 10™ 2 1,48 x 10™
Falta de ajuste 1,93x 10° 15 1,29 x 10™

TABELA 6.5 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para Sb, considerando os

coeficientes significativos

N° de Grau de

Fonte de Variagao Soma Quadratica Média Quadratica

Liberdade
Regresséo 0,0452 3 0,0151
Residuo 3,35x 10° 19 1,76 x 10™
Total 0,0485 22 2,21x10°
Erro puro 6,70 x 10° 2 3,35x 10°

Falta de ajuste 3,29 x 10° 17 1,93 x 10™
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Considerando apenas os coeficientes significativos, podemos observar
que o grau de liberdade para regressao diminui e aumentam para o residuo e a falta
de ajuste, consequentemente, os valores da média quadratica aumentam para a
regressao e diminuem para os residuos e a falta de ajuste.

Como ocorreu alteragdo dos valores das médias quadraticas, os
valores de F calculados também mudardo. Podemos visualizar os novos valores na
Tabela 6.6.

TABELA 6.6 — Valores de F calculados e tabelados para As e Sb, considerando

somente os coeficientes significativos

As Sb
F calculado F tabelado F calculado F tabelado
MQg / MQ, 28,8 3,24 85,4 3,24
MQy,; / MQ,, 0,867 19,3 5,77 19,3

"Valores de F para um nivel de 95 % de confianca.

Com essa nova analise, vemos que o valor de F1 caicuiado € mMaior que o
valor de F iabelado, € F2 calcuado € menor que o valor de F iapeiado, tanto para As quanto
para Sb, indicando também que o modelo n&o possui falta de ajuste e a equacgao de
regressao € estatisticamente significante. Neste caso, a regressao também é util
para fins de previsao, ja que o valor de F1 cacuado, tanto para As quanto para Sb, é
cerca de dez vezes maior que o valor tabelado.

Os valores de R? obtidos com essa nova andlise diminuiram (0,896
para As e 0,932 para Sb), mas ainda trata-se de um bom modelo, onde 89,6 % e
93,2 % da variagcao total em torno da média, para As e Sb respectivamente, é
explicada pela regresséao.

Os valores dos coeficientes, calculados pela Equacado 1 sofreram

poucas alteragdes e os modelos finais obtidos foram:

Absorbancia do As = 0,081 + 0,018 [HClamostra] + 0,022 [NaBH,] + 0,051 [KI] — 0,028

[NaBH4]2— 0,024 [HC|carregador]2
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Através desses modelos, foi possivel obter os graficos de contorno,
que podem ser visualizados na Figura 6.3. O objetivo foi selecionar uma boa
condicdo de trabalho para ambos os analitos, com o intuito de realizar as
determinagdes sequencialmente.
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FIGURA 6.3 — Graficos de contorno para os modelos de As (a -f) e Sb (g —I).

Com a ajuda da Figura 6.3, é possivel identificar que, quando as quatro
variaveis estdo no nivel mais alto (ver as estrelas) é possivel determinar As e Sb
sequencialmente na mesma amostra e obter sinais analiticos satisfatorios para
ambos os analitos. Neste caso, estas condi¢cbes foram fixadas para a realizacdo dos
demais experimentos.
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A Tabela 6.7 resume as condicdes de trabalho otimizadas para o

método de determinacéo sequencial de As e Sb.

TABELA 6.7 — Condi¢gdes otimizadas utilizadas no método de determinacéo

sequencial de As e Sb

Parametros quimicos Condicoes otimizadas
HCI amostra 1,0 mol L
NaBH, 0,9 %

HCI carmegador 8,0 mol L™
KI 1,0 %

6.3.2. Estudo dos possiveis interferentes

As interferéncias na técnica de geracao de hidretos podem ocorrer na
fase da reacdo quimica, durante a formacao dos hidretos, na separacdo das
espécies volateis da fase liquida e durante atomizagao. Essas diferentes fontes de
interferéncias podem ser classificadas em fase liquida (presenca de oxidantes fortes
e efeito de matriz) e fase gasosa (geracdo de vapor de concomitantes)®® 4.

Entretanto, a magnitude das interferéncias depende de fatores como: o
tipo do sistema HG, as concentragdes do acido e do agente redutor, a ordem de
mistura dos reagentes e o tipo de atomizador utilizado*'. Baseado nestes fatos e nos
possiveis elementos presentes na amostra, um planejamento fatorial fracionario 2%
foi realizado com o intuito de identficar os possiveis interferentes na determinacao
de As e Sb.

A Tabela 6.8 mostra os sinais analiticos dos 16 experimentos com os
valores das absorbancias normalizadas em relagdo ao experimento efetuado na

auséncia dos concomitantes (fixado em 100%).
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TABELA 6.8 — Resultados da influéncia dos possiveis interferentes no sinal analitico

doAse Sb

] . Absorbancia
Experimentos Co Cu Fe Mn Ni 2Zn Cr Al normalizada

(%) para As

Absorbancia
normalizada
(%) para Sb

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 111
2 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 109
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 111
4 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 106
5 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 102
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 113
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 110
8 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 111
9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 110
10 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 113
11 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 103
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 103
13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 107
14 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 107
15 -1 1 1 1 -1 -1 1 -1 112
16 1 1 1 1 1 1 1 1 115

105
101
102
110
102
103
101
110
101
110
98
102
96
98
101
104

Apesar de sistemas que utilizam a geracdo de hidretos apresentarem

problemas de interferéncia, a presenca de concomitantes, nas concentragdes

estudadas, empregando o método proposto, ndo afetou significativamente o sinal

analitico do As e Sb, visto que as variagdes ficaram geralmente abaixo de 15 % para

As e 5 % para Sb, e os contrastes variaram de -2 % a 5 %, como pode ser visto nas

Figuras 6.4 € 6.5.
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FIGURA 6.4 — Grafico de probabilidades com os valores de contraste para o As.
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FIGURA 6.5 — Grafico de probabilidades com os valores de contraste para o Sb.
6.3.3. Estudo do efeito da concentragcao do HNO;

Como ja descrito anteriormente, na geragao de hidretos, a presenca de
acidos oxidantes, como o HNO3; e H,SOy4, sao fontes potenciais de interferéncia.

Devido o HNO3; ser um acido muito utilizado para a decomposi¢cao da
amostra, realizou-se um estudo para verificar a partir de qual concentragcédo ocorre,

de forma mais pronunciada, o efeito supressor na absorbancia. A Figura 6.6 ilustra

os resultados obtidos.
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FIGURA 6.6 - Influéncia da concentracdo de HNO3 na determinagao de As e Sb.

Os resultados mostram que, se a concentracado de HNO3; nas amostras
for inferior a 10 % v v'', ndo havera reducao no sinal analitico para as determinagées
de As e Sb. Dessa forma, se alguma amostra for decomposta utilizando HNO3, deve-
se utilizar uma concentracao reduzida, de maneira que a concentracao final de
HNO; na amostra n&o ultrapasse 10 % v v, minimizando a possibilidade de ocorrer
algum tipo de interferencia por acidos residuais.

Devido a essas condigdes, a amostra de ragdo de frango decomposta
em meio acido, possuia uma concentracdo de HNO; inferior em relacédo a
concentragdo de HCI (razdo 1:4). No final, quando a solugado digerida era diluida
para 30 mL (ver item 5.3.5), a concentragao final de HNO3 na solugéo era de 1,7 % v

v

6.3.4. Desempenho Analitico

ApOs realizar todas as otimizagdes, uma curva de calibracao foi obtida
para cada elemento estudado (As e Sb), as quais podem ser visualizadas nas
Figuras 6.7 e 6.8. Alguns parametros analiticos também foram determinados e estao
apresentados na Tabela 6.9. Os Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram calculados de acordo com as recomendagdes da IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry), ou seja, utilizando 10 leituras do branco analitico,
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bem como a sensibilidade do método, como apresentado pelas Equagdes 14 e 15,

respectivamente:
LD (ug L™ = 3 X Obranco / S* Equacdo 14
LQ (ug L™") = 10 X Obranco / S* Equagao 15

s* = coeficiente angular da curva de calibragéo
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0,150

Absorbancia

0,100
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0,000 T

Concentragéo/ ug L™

FIGURA 6.7 — Curva de calibracdo para As, obtida nas condi¢gdes otimizadas do

método.
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FIGURA 6.8 — Curva de calibragao para Sb, obtida nas condi¢cbes otimizadas do

método.

TABELA 6.9 — Parametros analiticos obtidos para a determinacédo de As e Sb, apds

a otimizacao do método

Parametros As Sb
Equacao da reta y=0,0151x +0,0043 y=0,0159 x + 0,0034
Coeficiente de regressao (r) 0,999 0,999
Faixa linear / pg L™ 0,52 - 15 0,52 - 15
Limite de detecgdo / ug L™ 0,15 0,16
Limite de Quantificagdo / ug L™ 0,49 0,52
Reprodutibilidade / % 1,5% 2,0%

Frequéncia analitica tedrica
275 275

(determinagdes por hora)

Para o calculo da precisao (reprodutibilidade), foi determinado o desvio
padrao relativo (RSD - Relative Standard Deviation) de 10 medidas de uma solugao
multielementar contendo 10 pg L™ de As e Sb.

O método apresentou bons resultados, demonstrando ser reprodutivo,
com RSD’s menores que 10 % e com bons limites de detecgéo (0,15 yg L™ e 0,16
ug L' para As e Sb, respectivamente). Sendo assim, o método apresenta
sensibilidade adequada para atender as exigéncias do CONAMA®®, para a

determinacao de As e Sb.
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6.3.5. Teste de exatidao

Uma das maneiras empregadas para avaliar a exatiddo do método
proposto € a utilizacdo de materiais de referéncia certificados. Dessa forma, dois
CRMs foram selecionados (Nist 1643e (Trace elements in water) e TMDW-HPS
(Trace metals in drinking water)) para avaliar a exatiddo do método proposto na
determinacao de As e Sb.

Os resultados da Tabela 6.10, mostram os valores encontrados
utilizando o método proposto e os valores certificados. As recuperagcdes obtidas
estao na faixa de 88 - 92 % e 99 % para As e Sb, respectivamente. No caso do Sb,
os valores encontrados, ao nivel de confianga de 95%, estdo de acordo com aqueles
certificados (verificado através de um teste t ndo pareado), mas no caso do As,
segundo os testes estatisticos ha diferencas entre os valores encontrados e os
valores certificados, entretanto, obteve-se boas recuperagdes, considerando que as

concentragbes dos analitos estdo muito baixas.

TABELA 6.10 - Determinacao de As e Sb em dois diferentes materiais de referéncia

certificados empregando o método proposto

Material de referéncia Elemento Certificado Encontrado (ug L") Recuperagido
certificado (ug L (n=3) (%)
Nist 1643e As 60,45+ 0,72 55,68 + 1,34 92
TMDW-HPS As 80 70,7+ 0,4 88
Nist 1643e Sb 58,30 + 0,61 57,79 + 0,49 99
TMDW-HPS Sb 10 9,9+0,1 99

6.3.6. Aplicagcao

O método proposto foi empregado na determinacédo sequencial de As e
Sb em amostras de agua do rio Tieté, agua do mar da Praia Grande — Ubatuba e em
amostra de racao de frango. A Tabela 6.11 contém os valores encontrados para As

e Sb nas amostras estudadas.
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TABELA 6.11 — Concentragbes de As e Sb encontrados nas amostras

Amostra As Sb
Agua do rio Tieté 0,38 +0,05 uyg L ™ 1,20+ 0,03 gL
Agua do mar 1,36 £ 0,04 ugL ™ 0,24+ 0,08 uyg L '*
Racéo de frango 2,02 +0,04 mgkg™ < 0,16 (LD)

*Valores entre LD e LQ

No caso da amostra de ragao de frango, o valor encontrado de As, foi
comparado com o valor informado, para a mesma amostra, no trabalho de DINiSIO

et al.’®

utilizando a GFAAS. O objetivo foi analisar o grau de proximidade dos
resultados obtidos pelos dois métodos e de acordo com o teste t pareado (com 95 %
de confianga), o valor determinado para As utilizando o método proposto (2,02 +
0,04 mg kg ') apresentou concordancia com o valor obtido de As na mesma
amostra, utilizando a técnica comparativa (2,74 + 0,18 mg kg ™).

Os valores obtidos de As e Sb, nas amostras de agua do rio e agua do
mar, estdo abaixo das concentragbes maximas recomendadas pelo CONAMA, que
estabelece, na resolugdo 357, uma concentragdo maxima de 10 ug L T paraAse5

ug L ' para Sb®.

6.4. Determinacgao sequencial de Bi e Pb

6.4.1 Avaliacao do tempo de estabilizacao e tempo de leitura

O primeiro parametro considerado neste estudo foi o tempo necessario
para o sinal de absorbancia atingir a estabilidade. Quando utiliza-se como modo de
introdugao o fluxo continuo, tem-se uma situagdo em que o volume do atomizador é
preenchido com as espécies de hidretos e atinge-se o equilibrio de entrada de
amostra e saida de atomos no estado fundamental. Nesta fase o sinal de
absorbéancia é constante e € neste momento que torna-se possivel determinar os
analitos no modo sequencial rapido.

Para a otimizacao desse parametro, também foi considerado o tempo
necessario para a linha de base retornar ao zero, a fim de evitar efeitos de memodaria.

A Figura 6.9 mostra o perfil do sinal, obtido separadamente para cada analito.
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FIGURA 6.9 — Perfil do sinal de Bi (linha preta) e Pb (linha cinza) para avaliacdo do

tempo de estabilizagao.

A Figura 6.9 mostra os sinais de Bi (linha preta) e Pb (linha cinza)
quando a solugao multielementar foi introduzida apdés 10 s de medigao do branco
analitico. E possivel observar que apés 30 s de tempo de estabilizacdo, os sinais
dos analitos estdo estaveis e podem ser obtidos em uma janela de tempo de 10s
(tempo para leitura). Logo apds, a fim de verificar se 30 s era realmente suficiente
para a estabilizagao do sinal, introduziu-se imediatamente agua deionizada (branco)
e observou-se que o tempo foi suficiente para a linha de base retornar ao zero
(como no inicio).

Apos selecionar o tempo de estabilizagao para a determinagao de Bi e
Pb, foi realizado um estudo para verificar o tempo necessario para a aquisicao dos
sinais. Para isso, diferentes tempos de integracdo, de 0,5 a 4 segundos, foram
avaliados através da determinagdo do desvio padrao relativo (RSD) obtido para 10

medicdes. A Figura 6.10 ilustra os resultados obtidos.
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FIGURA 6.10 — Valores de RSD (%) obtidos para 10 medidas de uma solugao

contendo Bi e Pb (ambos 10 pg L") para avaliar o tempo de leitura.

Como pode ser observado na Figura 6.10, os valores de RSD foram
cerca de 6% (os valores mais elevados), utilizando um tempo de integracéo de 0,5 s.
Nao houve diferencas significativas nos valores de RSD para os tempos de
integracdo de 1 a 4 segundos. Neste caso, foi selecionada uma condigéo
intermediaria: 3 segundos de tempo de medigao para cada elemento com valores de
RSD normalmente aceitos em analises de rotina (4,5% Bi e Pb 3,1%). Portanto,
apoés 30 s de tempo de estabilizagdo, Bi e Pb podem ser determinados em 6
segundos, resultando em uma frequéncia analitica tedrica de 200 determinag¢des por

hora.

6.4.2. Otimizagao da concentragao dos reagentes

Primeiramente, realizou-se a otimizagdo dos parametros quimicos,
utilizando um planejamento do tipo Doehlert para trés variaveis (ver item 5.4.1). No
entanto, as condigbes iniciais dos parametros fisicos utilizados para realizar esse

planejamento foram baseadas no trabalho de AFONSO et al.”’

, que montaram um
sistema para determinagao simultdnea de Bi, Pb e Sn, utilizando a técnica de
geracao de hidretos acoplada a ICP-OES. As condic¢des iniciais utilizadas podem ser

visualizadas na Tabela 6.12.
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TABELA 6.12 - Condigcbes iniciais dos parametros fisicos utilizadas para
determinacao de Bi e Pb por CF-HGAAS

Parametros
Vazao do carregador e da 20
solucdo de NaBH4 (mL min™) ’
Vaz&o da amostra (mL min™") 5,0
Comprimento da bobina (cm) 80

Vazdo do gas de arraste (L min™) 140

A principio, foi realizado um planejamento fatorial do tipo Doehlert
considerando trés variaveis: concentracédo de NaBH4 em 7 niveis (0,4 22,2 % mv™),
concentracdo de HCI da amostra em 5 niveis (0,03 a 0,15 mol L™') e concentragéo de
KsFe(CN)s em trés niveis diferentes (2,0 a 4,0 % m v'). No entanto, apds o
tratamento dos dados, nenhuma variavel foi considerada significativa, nos intervalos
de concentragao estudados. Dessa forma, foi feito um novo planejamento Doehlert,
atribuindo diferentes niveis e diferentes concentragcdes para as variaveis NaBH; e
KsFe(CN)s, (conforme descrito no item 5.4.1). Neste caso, optou-se por analisar um
intervalo com concentragdes mais baixas, para as duas variaveis, com o intuito de
evitar a rapida deteriorizagao da superficie do tubo de quartzo.

Obtidos os valores de absorbancia para esse novo planejamento
Doehlert, realizou-se a analise da variancia para os dois elementos, considerando
todos os coeficientes (10 ao todo). Os resultados podem ser visualizados nas
Tabelas 6.13 e 6.14.

TABELA 6.13 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para Bi

N° de Grau de

Fonte de Variagao Soma Quadratica Liberdade Média Quadratica
Regressao 1,44 x 10° 9 1,61x 10™
Residuo 8,37 x 10™ 5 1,67 x 10"
Total 2,28 x 10 14 1,63 x 10"
Erro puro 5,42 x 10° 2 2,71x10°

Falta de ajuste 8,32x 10™ 3 2,77 x 10*
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TABELA 6.14 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para Pb

[]
Fonte de Variagéo Soma Quadratica N° de Grau de

Média Quadratica

Liberdade
Regress&o 0,0724 9 8,04 x 10°
Residuo 0,0142 5 2,84 x 107
Total 0,0866 14 6,18 x 107
Erro puro 1,12 x 10™ 5,59 x 10°
Falta de ajuste 0,0141 469x 10°

Para este caso, o valor de F1 cacuiado € menor que o valor de F (apelado, ©

F2 calculado € maior que o valor de F (apeiado, tanto para Bi quanto para Pb, conforme

podemos ver na Tabela 6.15. Isso indica que o modelo possui falta de ajuste e a

equacao de regressao nao é estatisticamente significante.

TABELA 6.15 — Valores de F calculados e tabelados para Bi e Pb

Bi Pb
F calculado F tabelado F calculado F tabelado
MQg / MQ, 0,959 4,77 2,84 4,77
MQg,; / MQep 102 19,2 83,9 19,2

"Valores de F para um nivel de 95 % de confianca.

Entretanto, ainda € preciso determinar quais sdo os coeficientes

significativos, uma vez que todos os coeficientes estdo sendo levados em

consideragao. Para isso, é necessario determinar o valor da variancia para calcular

os erros dos coeficientes.

Como o valor de F» cacuiado > F tabelado, O Valor da variancia dos erros

sera igual a Média Quadratica da falta de ajuste e o valor de t de 4,30 (Grau de

liberdade da falta de ajuste — 1 = 2).

Estabelecidos os valores da variancia dos erros e de t, pode-se calcular

os erros dos coeficientes, obter os intervalos de confianca e entdo analisar quais sédo

os coeficientes significativos. As Figuras 6.11 e 6.12 mostram os coeficientes para Bi

e Pb, respectivamente.
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FIGURA 6.11 — Coeficientes obtidos para Bi.
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FIGURA 6.12 — Coeficientes obtidos para Pb.
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Ao analisarmos as Figuras 6.11 e 6.12, vemos que apenas o modelo

para o Bi apresenta um coeficiente valido, o intercepto (b0):

Absorbancia do Bi = 0,114
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Neste caso, como apenas o intercepto (b0) foi o coeficiente valido para
o modelo do Bi e nenhum coeficiente foi valido para o modelo do Pb, qualquer
condicdo de analise descrita na Tabela 5.4 pode ser utilizada. Sendo assim, optou-

se por trabalhar em condigdes intermediarias, conforme mostra a Tabela 6.16.

TABELA 6.16 — Condigbes utilizadas no método de determinagdo sequencial de Bi e

Pb

Parametros quimicos Condigdes
KsFe(CN)g 05%mv’

HCI amostra 0,09 mol L™
NaBH, 1,0% mv”

6.4.3. Otimizacao das vazdes do gas de arraste e das solugoées

O argébnio é frequentemente utilizado como gas de arraste, e trata-se
de uma variavel importante, uma vez que é o gas responsavel por transportar os
hidretos até o atomizador. Foi realizado um estudo, considerando trés diferentes

vazdes (100, 150 e 200 mL min™"). A Figura 6.13 ilustra os resultados obtidos.

02207 Bi (10 pg L)

0,165

Pb (10 ug L
a (10 pg L)

rany

S TT—o

0,110

Absorbancia

0,055

0,000 T T T
100 150 200
Vazao do gas (mL min-1)

FIGURA 6.13 - Efeito da vazdo do gas de arraste (Ar) na eficiéncia da geragao de

hidretos para determinacéo de Bi e Pb (ambos 10 pg L™).
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A melhor vazao foi selecionada considerando-se o minimo de ruido e o
maximo de sensibilidade. Como podemos visualizar na Figura 6.13, a melhor
condicdo obtida foi em 100 mL min™. No caso do Pb, a variagdo da vazdo ndo
produziu grande influéncia no sinal analitico e a absorbéancia variou de 0,133 (100
mL min™) a 0,121 (200 mL min™"). No entanto, o sinal analitico para Bi foi 68 %
menor em 200 mL min™ comparado com 100 mL min™.

Apesar dos hidretos estarem sendo formados continuamente,
resultando em um sinal estacionario, a estabilidade deste sinal depende da relagao
dos fluxos da amostra e das solu¢des de KsFe(CN)s e NaBH4. Vazbes baixas, além
de deixar o sistema com baixa frequéncia analitica, ndo oferecem bons sinais de
absorbancia, entretanto, a intensidade do sinal de absorbancia tende a crescer até
um valor limite, pois altas vazdes podem fornecer um tempo curto para a completa
reacao de formacao do hidreto.

Com o intuito de avaliar esse efeito da vazao sobre a curva analitica,
um estudo foi realizado variando-se as vazdes da amostra (5,0; 3,75 e 2,5 mL min™")
e das solucdes de KsFe(CN)s e NaBH, (2,0; 1,5 e 1,0 mL min™).

As Figuras 6.14 e 6.15 mostram os efeitos resultantes nas curvas
analiticas (2,5-25 pg L") obtidas para Bi e Pb. Como pode ser observado, um
aumento na vazao dos reagentes, na faixa estudada, leva a um aumento da
inclinagao da curva analitica. Assim, as vazdes 5 mL min™" para a amostra e 2,0 mL
min”' para KsFe(CN)s e NaBH, foram consideradas as mais adequadas para o
sistema estudado, uma vez que foram obtidos os melhores valores de LD (0,60 ug L”

! para Bi e 0,77 pg L' para Pb) comparando-se com as demais vazdes.



Resultados e Discussao 72

Vazdes (mLmin-")

Amostra Reagentes
0,450

5,0 2,0=> y=0,0167x+0,00569
38 1,5 y=0,0134x+0,00916
3 0:3007 2,5 1,0=> y=0,0113x+0,00224
=4
«
el
£
(<}
17
el
<
0,150
0,000 T T T
0 5 10 15 20 25

Concentragéo (ug L")

FIGURA 6.14 — Efeito das vazdes da amostra e dos reagentes na curva analitica

para Bi.
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FIGURA 6.15 — Efeito das vazdes da amostra e dos reagentes na curva analitica

para Pb.

6.4.4. Estudo dos possiveis interferentes

O mesmo estudo utilizado para a identificagdo dos interferentes na
determinacao sequencial de As e Sb, foi realizado para a determinacao de Bi e Pb.

A Tabela 6.17 mostra os resultados dos sinais analiticos dos 16
experimentos com os valores das absorbancias normalizadas em relagcdo ao

experimento efetuado na auséncia de concomitantes (fixado em 100%).
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TABELA 6.17 — Resultados da influéncia dos possiveis interferentes no sinal

analitico do Bi e Pb

Absorbancia Absorbancia
Experimentos Co Cu Fe Mn Ni 2Zn Cr Al normalizada normalizada
(%) para Bi (%) para Pb

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 99 147
2 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 116 74
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 114

4 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 113

5 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 113 32
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 118 35
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 121 -1
8 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 119 -2
9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 119 100
10 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 106 52
11 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 106 7
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 116 1
13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 112 25
14 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 114 29
15 -1 1 1 1 -1 -1 1 -1 113 -1
16 1 1 1 1 1 1 1 1 117 -6

Ao analisarmos a Tabela 6.17, podemos observar que as variagdes
para o Bi estdo entre -1 % a 21 %. No entanto ao analisarmos a Figura 6.16, que
ilustra os contrastes obtidos para cada concomitante estudado e suas devidas
interagdes, vemos que as variagdes ficaram entre -4 a 5 %. Sendo assim, podemos
considerar que o efeito individual desses concomitantes nado afetou

significativamente o sinal analitico do Bi.
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FIGURA 6.16 — Gréfico de probabilidades com os valores de contraste para o Bi.

No caso do Pb, observa-se uma forte alteracdo do sinal

de

absorbancia, uma vez que as variacdes ficaram entre -106 a 47 %. Ao analisarmos a

Figura 6.17, vemos através dos contrastes que as principais alteragdes séao

causadas pelo Co, Cu, Fe e Ni.
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FIGURA 6.17 — Grafico de probabilidades com os valores de contraste para o Pb.

De acordo com KUMAR et aI.‘”, a faixa livre de interferéncias pode ser

extendida aumentando a concentragao de HCI na solucao, pois assim, aumenta-se a
solubilidade dos ions metalicos, impedindo a reducédo e precipitacdo. No entanto, se
a concentragdo de HCI for maior que 0,12 mol L™, uma forte supressao do sinal de
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absorbancia do Pb é observada. Dessa forma, optou-se em utilizar agentes
mascarantes, como a tiouréia, que sdo agentes complexantes utilizados para

mascarar interferéncias causadas por ions metalicos presentes nas amostras.

6.4.5. Estudo do efeito da concentracao do HNO;

O mesmo estudo realizado na determinagao de As e Sb, para verificar
a partir de qual concentracdo ocorre de forma mais pronunciada o efeito supressor
do HNOs3; no sinal de absorbancia, foi realizado na determinagao de Bi e Pb. A Figura

6.18 ilustra os resultados obtidos.
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FIGURA 6.18 - Influéncia da concentracao de HNO3; na determinacao de Bi e Pb.

Podemos observar que no caso do Bi, ndo houve mudanca significativa
no sinal de absorbancia, para as concentracbes de HNO3; estudada. No entanto, no
caso do Pb, uma forte supressao do sinal de absorbancia é observada, a partir de
0,25 % v v de HNO3 14 mol L™ em soluco.

Devido a essas condi¢gdes, a amostra de ragao de frango decomposta
em meio acido (HNO3:HCI - 1:4), no final, foi diluida aproximadamente 33 vezes (ver
item 5.4.5), de modo que a concentracgao final de HNO3 na solugao era de 0,188 % v

v
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6.4.6. Desempenho Analitico

Realizadas todas as otimizacbdes, uma curva de calibragdo foi obtida
para Bi e outra Pb, as quais podem ser visualizadas nas Figuras 6.19 e 6.20. Alguns
parametros analiticos também foram determinados e estdo apresentados na Tabela
6.18. Os Limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) e a reprodutibilidade
foram calculados da mesma maneira que para determinagcéo de As e Sb (ver item
6.3.4).
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FIGURA 6.19 — Curva de calibragao para Bi, obtida nas condi¢cbes otimizadas do

método.
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FIGURA 6.20 — Curva de calibracdo para Pb, obtida nas condi¢cbes otimizadas do

método.

TABELA 6.18 — Parametros analiticos obtidos para a determinacao de Bi e Pb, apds

a otimizacao do método

Parametros Bi Pb
Equacao da reta y=0,028 x + 0,015 y =0,018 x + 0,031
Coeficiente de regressao (r) 0,998 0,997
Faixa linear / pg L™ 2,5-20 2,5-20
Limite de Detecgdo / ug L™ 0,60 0,77
Limite de Quantificagdo / ug L™ 2,0 2,5
Reprodutibilidade / % 5,9 % 6,0 %

Frequéncia analitica tedrica
200 200

(determinagdes por hora)

O método apresentou bons resultados, demonstrando ser reprodutivo,
com desvios padréo relativos (RSD) menores que 10 % e com bons limites de

deteccdo, atendendo as exigéncias do CONAMA®®, para a determinacéo de Bi e Pb.
6.4.7. Teste de exatidao

Os dois materiais de referéncia certificados selecionados ((Nist 1643e

(Trace elements in water) e TMDW-HPS (Trace metals in drinking water)) para
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avaliar a exatiddo do método proposto na determinacdo de As e Sb, foram também

utilizados para Bi e Pb. A Tabela 6.19 contém os resultados obtidos.

TABELA 6.19 - Determinacao de Bi e Pb em dois diferentes materiais de referéncia

certificados empregando o método proposto

Material de referéncia Certificado Encontrado (ug L") Recuperagido

certificado Elemento 9L (n = 3) (%)
Nist 16436 Bi 14,002 0,15 14.54 % 1,34 107

TMDW-HPS Bi 10 1M16+17 116
Nist 1643e Pb 19,63 + 0,21 <LD ;
TMDW-HPS Pb 40 <LD ;

Os valores encontrados nos diferentes CRMs, para o Bi, apresentaram
boa concordancia com os valores certificados (verificado através de um teste t nédo
pareado) e as recuperagdes estao na faixa de 116-107 %.

No caso do Pb, ndao foram observados sinais de absorbancia. Isto pode
ser devido a alta concentracido de HNO3 e a interferéncia de metais presentes na
composicao de ambos os CRMs. A concentragdo de HNOsj, nos materiais de
referéncia certificados, variam de 2 (TMDW-HPS) a 6 % v v ' (NIST 1643e) e a
soma das concentragdes de Co, Cu, Fe e Ni é de 210 pg L™ para ambos CRMs.

Com o intuito de minimizar a interferéncia, foi feito um estudo
adicionando-se diferentes concentragdes de tiouréia (2,5; 5 e 10 % m v™') nos
materiais de referéncia certificados, no entanto, nao foi observada qualquer melhoria

do sinal de absorbancia.

6.4.8. Aplicagcao

O método proposto foi empregado na determinacéo sequencial de Bi e
Pb em amostras de agua do rio Tieté, agua do mar da Praia Grande — Ubatuba e em
amostra de racdo de frango. Entretanto, em todas as amostras testadas, as

concentragdes de Bi e Pb ficaram abaixo dos limites de detecgao.
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O CONAMA estabelece, na resolugdo 357, uma concentragdo maxima
de 10 ug L " para Pb, mas neste caso, todos os valores encontrados, para ambos os
analitos, estdo abaixo do limite de deteccdo®.

Com o intuito de verificar se o sinal analitico do Pb estava sofrendo
supressao devido aos interferentes presente na amostra, realizou-se sua
determinacao utilizando TS-FF-AAS®, que possui limite de deteccdo de 4,4 ug L
Pb. No entanto, nenhum sinal de absorbancia foi observado, indicando que a
concentragdo desses elementos presentes nas amostras de agua do rio e do mar é

muito baixa, nao sendo possivel quantifica-las através desses métodos.



Capitulo 7

Conclusoes
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7 — Conclusoes

Os métodos desenvolvidos apresentam-se como uma boa alternativa
aos principais métodos espectroanaliticos ja consolidados, para a determinagéo
sequencial rapida de elementos formadores de hidretos presentes em baixas
concentragbes nas amostras. Através do acoplamento da técnica de geragao de
hidretos, € possivel obter um método com boa sensibilidade, mas que mantém as
caracteristicas de simplicidade e baixo custo da FAAS.

Com a otimizagao dos parametros quimicos, foi possivel encontrar uma
condicdo de compromisso entre As e Sb, Pb e Bi, que possibilitou a determinacao
sequencial rapida, com uma frequéncia analitica tedrica de 275 e 200 determinacoes
por hora para As e Sb, e para Bi e Pb, respectivamente.

Os resultados demonstraram uma melhor sensibilidade com relagao a
FAAS convencional, devido a uma maior eficiéncia no processo de introducao da
amostra e pelo uso do tubo atomizador de quartzo. Os limites de quantificacdo foram
aproximadamente 6000, 750, 250 e 40 vezes inferiores para As, Sb, Bi e Pb,
respectivamente. Sendo assim, os métodos possuem sensibilidade adequada para
atender as exigéncias do CONAMA, para a determinagao dos elementos estudados.

Apesar do tempo de vida util do tubo de quartzo ser inferior a outros
tubos metalicos como os de Ni, foi possivel obté-lo de forma mais acessivel através
da aquisicdo de material de quartzo no comércio local e posterior confecgdo dos
tubos pelo hialotécnico do Departamento de Quimica da UFSCar.

Os métodos apresentaram uma boa faixa de linearidade, com
estabilidade ao longo do tempo de operagao, com valores de reprodutibilidade (1,5;
2,0; 5,9 e 6,0 % para As, Sb, Bi e Pb, respectivamente) aceitaveis para métodos de
rotina.

A exatidao dos métodos, analisada por meio de materiais de referéncia
certificado, mostrou-se adequada para As, Sb e Bi. No caso do Pb, os
concomitantes presentes em alta concentragao interferiram de forma significativa no
seu sinal analitico. Um estudo, utilizando tiouréia como agente mascarante, foi
realizado com o intuito de contornar o problema, no entanto, nenhuma melhora foi

observada no sinal analitico. Sendo assim, mais estudos sao necessarios para
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tentar solucionar os problemas relacionados aos efeitos desses concomitantes
presentes em altas concentragoes.

Os valores encontrados para As, Sb nas amostras de aguas do rio e do
mar estdo abaixo da concentracdo maxima estabelecida pelo CONAMA. Para Bi e
Pb, os valores encontrados estdao abaixo do limite de deteccdo. No entanto, os
resultados obtidos para o Pb foram comparados com aqueles obtidos por TS-FF-
AAS, que indicaram que o baixo sinal analitico € realmente devido a uma
concentragdo muito baixa desse elemento na amostra, ndo sendo possivel
quantifica-lo. Para a amostra de ragdo de frango, o valor encontrado para As nao
difere do valor encontrado utilizando a técnica GFAAS, em um nivel de 95 % de
confianca. Ja Sb, Bi e Pb nao foi possivel quantificar devido aos baixos valores
presentes na amostra.

Através desse trabalho foi possivel desenvolver dois métodos que
permitem a determinacio rapida de As e Sb, Bi e Pb, com uma reducao substancial
do tempo de analise em comparagdo com o modo monoelementar, com a vantagem
da redugdo do consumo de reagentes e amostras, e a minimizagao da geracéo de
residuos. Além disso, abre perspectiva de seu uso na determinacdo desses

elementos em outros tipos de amostras.
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Abstract

In this study, two methods were developed for the sequential determination of As and
Sb, Bi and Pb using fast sequential continuous flow hydride generation atomic absorption
spectrometry. Limits of detection obtained for As and Sb were 0.15 and 0.16 pug L™ and for Bi
and Pb were 0.60 and 0.77 pg L', respectively. Arsenic, Sb and Bi were free from the
influence of possible interferents in the levels evaluated, but Pb analytical signals presented a
huge decrease in the presence of Co, Cu, Fe, Ni and HNOs. The methods were applied to the
analysis of water from the Tieté River, sea water from Praia Grande - Ubatuba, chicken feed,
trace elements in water (NIST 1643e) and trace metals in drinking water (HPS TMDW). The

obtained recoveries varied from 88 (for As) to 116% (for Bi).

Keywords: Hydride generation, Flame atomic absorption spectrometry, Fast sequential

determination, River water, Sea water, Chicken feed
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Fast Sequential Determination of As and Sb, Bi and Pb by Continuous Flow

Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry

1. Introduction
Several elements are observed at trace levels in environmental and food samples,
requiring analytical methods that combine sensitive techniques and operational steps for

. .-
extraction or pre-concentration'”.

The techniques commonly employed for elements
determination at trace levels are ICP-MS*® (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry),
GFAAS™ (Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), those combining Hydride
Generation with Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (HG-ICP-
OES)'*"? and HG-ICP-MS'*"°. Nevertheless, those techniques require strong analytical skills
and expensive equipment with high running costs.

Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS) is a simple technique with low cost
of operation, versatile and commonly applied for element determinations in several types of
samples'®. However, it suffers from poor sensitivity due to the low efficiency of the
nebulization system where only from 5 to 15 % of the sample spray effectively reaches the
flame. In addition, highly viscous solutions need to be diluted with an appropriate solvent for
efficient transport and nebulization. The short residence time of free atoms in the flame is
another limitation to obtain lower limits of detection'”'®.

The power of detection in FAAS can be improved with hydride generation. The main
advantages of this technique are adequate sensitivity and selectivity derived from the
elimination of matrix interferences and the complete sample introduction into the

18,19

atomizer . The use of quartz tube atomizer above air/acetylene flames circumvents the

drawback related to lower residence time of atoms in the atomizer, which results in high
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sensitivity, low noise and background signal, and adequate limits of detection for several
matrices®’. All these features meet the interest for studies of trace elements.

Despite these advantages, HGAAS (Hydride Generation Atomic Absorption
Spectrometry) is applied mainly for single element measurements, which dramatically
increases time and reagent consumption of analysis>', therefore, there was a great interest to
perform multi-element determinations using the FAAS. Nowadays, the analytical throughput
can be improved with fast sequential flame atomic absorption spectrometry coupled with
hydride generation.

Fast sequential flame atomic absorption spectrometry (FS-FAAS) permits to measure
a sequence of analytes in decreasing order of wavelengths in one monochromator scan,
reducing the analysis time, the reagents consumption and retains the advantages of
conventional FAAS, for example ease of use”.

Niedzielski”® proposed a hyphenation between High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and hydride generation with an electrothermal heated QTA (Quartz
Tube Atomizer) for speciation of As and Se in ground water. The atomic absorption
spectrometry used as a detector, allowed the development of a method for rapid determination
of these elements in 220 s of analysis. In 2011, Guerra ef al.?' proposed a combination
between FS-FAAS with Continuous Flow Hydride Generation Atomic Absorption
Spectrometry (CF-HGAAS) for the sequential determination of As and Sb in bottled mineral
waters. The analytical frequency of this method was around 300 determinations per hour. As
far we know these are the only two studies published using HGAAS coupled with FS FAAS.

The aim of the presented study is to develop two separate systems for the sequential
determination of As and Sb, Bi and Pb using fast sequential continuous flow hydride

generations atomic absorption spectrometry in water and chicken feed samples.
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2. Experimental

2.1. Reagents, solutions and samples

All reagents were of analytical grade and deionized water (18 QM cm™ resistivity)
obtained from a Milli-Q ® Plus Total Water System (Millipore Corp., Bedford, MA, USA)
was used to prepare all solutions. Prior to use, all glassware and polypropylene flasks were
washed with soap, soaked in 10 % (v v'') HNO; for 24 h, rinsed with deionized water and
dried in such a manner to ensure that no contamination occurred. Nitric and hydrochloric
acids were previously purified using a sub-boiling system (Marconi, Piracicaba Brazil). Two
multielement standard solutions, As and Sb in 1 mol L™ HCL, Bi and Pb in 0.09 mol L™ HCI
were prepared after successive dilutions from a single element standard stock solutions (1000
mg L™). Sodium borohydride (Sigma-Aldrich), used as reducing solution, was prepared daily
in 0.5 % w v' NaOH (Qhemis). For As and Sb determination, a solution containing 12 % w v°
! KI (Mallinckrodt) was used as pre-reducing solution. In the case of Bi and Pb, KsFe(CN)s (J.
T. Baker), was used as oxidant solution, and it was prepared by dissolving an appropriate
amount of salt in deionized water. For the evaluation of potential interferents, working
solutions of Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni and Zn 1000 mg L were used. Water samples were
collected on the Tieté River (Sao Paulo State, Brazil) and sea water samples from Praia
Grande — Ubatuba (Sdo Paulo State, Brazil). Chicken feed samples were purchased at the

local market in Sdo Carlos (Sao Paulo State, Brazil).

2.2.  Sample Preparation

Hydrogen peroxide (30 % w w™) (J. T. Baker), HNO;3 and HCI were used for chicken
feed sample mineralization. A microwave oven system equipped with perfluoalcoxi (PFA)
vessels, Milestone — Ethos 1600 (Sorisole, Italy) was employed for the digestion. Chicken

feed samples were previously lyophilized and homogenized. Then, sample masses of 100 mg
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were digested using , 2.0 mL of HC1 12 mol L™, 0.5 mL of HNO3 14 mol L™, 3.0 mL of H,0,
30 % w w and 2.5 mL of deionized water in a closed vessel. The microwave oven heating
program was performed in six steps: (1) 2 min at 250 W; (2) 1 min at 0 W; (3) 5 min at 250
W; (4) 5 min at 400 W; (5) 5 min at 550 W, and (6) 5 min at 650 W. For As and Sb
determination in river and sea water samples, 22.5 mL of sample, 2.5 mL 12 % KIw v"' and 5
mL of 6 mol L™ HCI were pipetted in a volumetric flask and the final volume was adjusted
with deionized water up to 30 mL. The pre-reduction step was accomplished by heating the
samples solutions in a water bath (Aqua wave 9376, Barnstead Lab-Line, Germany) for 10
min at 80 °C. To evaluate the accuracy of the proposed method, two certified reference
materials (CRMs) were analyzed: Trace elements in water (NIST 1643e) and Trace metals in
drinking water (HPS TMDW).

For the determination of Bi and Pb in river and sea water samples, 22 mL of sample
and 0.45 mL of 6 mol L' HCI were pipetted in a volumetric flask and diluted to 30 mL with
deionized water. The same CRMs (NIST 1643e and HPS TMDW) were used to estimate the
proposed method accuracy for Bi and Pb. Calibration solutions and certified reference

materials were prepared in the same way as the corresponding samples for all analytes.

2.3. Instrumentation

All measurements were performed with a Fast Sequencial Flame Atomic Absorption
Spectrometer (AA240FS; Varian, Mulgrave, Australia). This instrument is fitted with a
deuterium lamp for background radiation correction and As (193.7 nm), Sb (217.6 nm), Bi
(223.1 nm) and Pb (217.0 nm) hollow cathode lamps were used as primary radiation sources.
The operating parameters of the instrument (spectral resolution, hollow cathode lamp current)
were those recommended by the manufacturer. In all experiments an air/acetylene (13.5 L

min/2.0 L min") flame was used. Multielement CF-HGAAS experiments were performed
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with the spectrometer working in fast sequential mode and all measurements were based on
integrated absorbance. The system configuration CF-HGAAS employed can be seen in Figure
1. A gas/liquid separator and a T-shaped quartz cell atomizer (accessories of the VGA-77
system) were used. The commercially available system for hydride generation (VGA-77) was
not used because, according to Guerra ef al.?', the system does not provide pump speed and
Ar flow rate controls. The main advantage of using a separate pump and reaction coil is the
fact that good limits of detection and analytical throughput can be obtained. Therefore, the
same system was used for the determination of As and Sb.

The system used for Bi and Pb determinations was composed by Tygon tubes that
provide flow rates of 5.0 mL min" for the sample and 2.0 mL min" for NaBH; and
K3Fe(CN)g, and a 80 cm length Teflon reaction coil (i.d. = 0.89 mm). A peristaltic pump with
8 channels (MCP model, Ismatec, Switzerland) was employed in both systems and the flow
rate of the carrier gas (Argon, White Martins, Sertdozinho, Sdo Paulo State) was controlled

using a mass flow controller (ASA, Sesto San Giovanni, Italy).
Figure 1

3. Results and Discussion

Initially, some tests were performed to measure sequentially the four elements (As, Sb,
Bi and Pb) using oxidant solution, but were observed low absorbance signals. A good
condition for all elements is hard to be achieved using the same pre-reduction or oxidant
medium due to the intrinsic differences of each element. For As and Sb, the higher oxidation
states form hydrides more slowly**. For Pb, the hydride generation is much more efficient
from the tetravalent oxidation state®. Thus, two methods were developed for sequencial

determination of elements with similar HG properties: As and Sb, Bi and Pb.
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3.1. Evaluation of stabilization time and time of reading

The first parameter considered in this study was the necessary time for the analytes
absorbance signals reaches the stationary stage, due to the fact that at that moment it is
possible to determine the analytes by the spectrometer in the fast sequential mode. The
stabilization time must be optimized also considering the elimination of memory effects, so
deionized water was introduced after stabilized absorbance signal to check if the baseline for
each analyte returns to zero before measuring another sample. These studies have been
performed previously for the determination of As and Sb*', but for the determination of Bi
and Pb a multi-element solution containing 50 pg L™ was used and the signal profile of each
analyte was obtained separately. The best condition observed was obtained when the solution
was continuously introduced and the absorbance was measured over a period of 40 s. Figure 2
shows the signals for Bi (black line) and Pb (gray line) when the multi-element standard
solution was introduced after 10 s of baseline signal measurement. It is possible to see that
after 30 s of stabilization time, the analytes signal are stable and can be recorded in a time
window of 10 s (time for readings, see Figure 2). After that, in order to see if 30 s is really
enough for signal stabilization, deionized water (Blank) was immediately introduced and the
signal profile was recorded again. As can be observed in Figure 2 after additional 30 s the

signals for the Blank solution were in the baseline (as in the beginning).
Figure 2

After selecting the stabilization time for the determination of Bi and Pb, different
integration times, from 0.5 to 4 seconds, were evaluated by determining the relative standard
deviation (RSD) obtained for 10 measurements of a multi-element solution containing Bi and
Pb 10 pg L. As can be seen in Figure 3, the RSD values were around 6% (the highest values)

using an integration time of 0.5 s. There were no significant differences in RSD values for
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integration time from 1 to 4 seconds. In this case, it was selected the intermediate condition: 3
seconds measurement time for each element with RSD values normally accepted in routine
analysis (Bi 4.5 % and Pb 3.1 %). Therefore, after 30 s of stabilization time, Bi and Pb could
be determined in 6 seconds resulting in a theoretical analytical frequency of 200

determinations per hour.
Figure 3

3.2.  Optimization of reagents concentrations

The reagents concentrations were optimized with the help of two factorial design
experiments. The first one was conducted for As and Sb sequential determination and a
Dochlert design was performed”. Four variables were taken into consideration: HCI
concentrations in the sample solution (HClgmpe, from 0.2 to 1.0 mol L']), NaBH4
concentration (0.3 to 0.9 % w V'l), HCI as carrier solution (HClgaprier, 2.0 to 8.0 mol L'l) and
KI concentration (0.2 to 1.0 % w v™). These variables were tested in 5, 7, 7 and 3 levels,
respectively and Table 1 shows the experiments characteristics and the obtained absorbances
for As and Sb. Three experiments in the central point were performed in order to calculate the

pure error sum of square and all of them were done randomly to avoid systematic error.
Table 1

The two calculated models did not present lack of fit>’. The obtained models for As

and Sb were:

As absorbance = 0.084 + 0.018 [HClgmpie] + 0.022 [NaBH,4] + 0.051 [KI] — 0.031 [NaBH4]* -

0.029 [HClearrier]”

Sb absorbance = 0.106 + 0.048 [HClsample] + 0.042 [HCleamier] + 0.071 [KI]
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According to Guerra et al., two variables can affect considerably the absorbance
signal: reducing agent and carrier acid concentrations. However, this study sought to
investigate two other variables: HCI in the sample and KI concentrations.

Through the calculated models, it is possible observed that these two variables also
influence the absorbance signal, once they were considered significant.

Figure 4 shows some contour plots for As and Sb models and our objective was to
obtain a compromise that enables good working condition for both analytes in order to
perform sequential determinations. With the help of Figure 4 it is possible to identify that
when all four variables are in the highest level (see the stars) it is possible to determine As
and Sb sequentially in the same sample. In this case, these conditions were fixed for further

experiments.

Figure 4

These selected conditions were compared with conditions used by Guerra ef al.*', that
optimized concentrations of reducing agent and carrier acid using 2° + star central composite
design. The conditions used for the two variables were similar, proving that this method is
robust, ideal for routine analysis.

Another Doehlert design was conducted for Bi and Pb sequential determination. Table
2 shows the experiments performed and the analytical signals obtained. At this time three
variables were considered: K;Fe(CN)g concentration in 7 levels (0.25 to 1.75 % w v''), HCI
concentration in the sample solution in 5 levels (HClsampie, 0.03 to 0.15 mol L") and NaBH,

concentration in 3 different levels (from 0.25 to 1.75 % w v™).
Table 2

Both obtained models presented lack of fit and only for Bi a coefficient was valid:
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Bi Absorbance =0.114

The Bi model presented only the intercept (f0) as a valid coefficient and in this case
any analytical condition described at Table 2 can be used. This observation is confirmed by
the absorbance values obtained for Bi, where its variation was very small (from 0.100 for
experiment 14 to 0.155 for experiment 11). Since no variable was significant for Pb,
intermediary conditions were selected for further experiments: K3;Fe(CN)s, HClgample and

NaBH, at 0.5 % w v, 0.09 mol L™ and 1.0 % w v, respectively.

3.3. Evaluation of carrier gas and reagents flow rate

Argon is frequently used for transporting the hydride species to the atomizer. The
effect of the carrier gas flow rate in the system used for the determination of As and Sb has
already been evaluated by Guerra et al.?' and the best condition (140 mL min™) was selected
as a compromise between minimum noise and maximum sensitivity. For the determination of
Bi and Pb, complementary studies were carried out and the flow rates of carrier gas tested
were: 100, 150 and 200 mL min™. The best condition was achieved at 100 mL min'l, as can
be seen in Figure 5. In the case of Pb (line with circles in Figure 5), the flow rate variation did
not produce a huge modification in the analytical signal and the absorbance varied from 0.133
at 100 mL min™ to 0.121 at 200 mL min™. On the other hand, Bi analytical signal (line with

squares) was 68% smaller at 200 mL min™ than compared with 100 mL min™".
Figure 5

Taking into account the fact that the reagents flow rate may affect the absorbance
signal, the influence of sample, KsFe(CN)s and NaBH4 flow rates on Bi and Pb signals were
also evaluated (see Figure 1). The absorbance was measured using sample flow rates of 5.0,

3.75 and 2.5 mL min" and K;3Fe(CN)q and NaBH4 flow rates of 2.0, 1.5 and 1.0 mL min™.
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Figure 6 shows the resulting effects on the analytical curves from 2.5 to 25 pg L™ obtained for
Bi and Pb. As can be seen, an increase in the reagents flow rate leads to an increment of the
slope of the analytical curve. Hence, sample flow rate of 5 mL min™ and K3Fe(CN)s and
NaBH, flow rates of 2.0 mL min" were considered the most appropriate for the system
studied, since it provided the best LOD values (0.60 pg L™ for Bi and 0.77 pg L for Pb)

when compared with the others flow rates.
Figure 6

3.4. Studies with potential interferents

In order to identify species that could interfere in the determination of As and Sb, Bi
and Pb, a study was carried out considering the constituents commonly found in natural
waters and chicken feed including AI(IIT), Co(II), Cr(III), Cu(Il), Fe(IIIl), Mn(II), Ni(IT) and
Zn(1I). For this study, two 2%* fractional factorial designs®’ were performed, the first one
aiming the sequential determination of As and Sb and the second the determination of Bi and
Pb. The concentration levels chosen for the potential interferents were based on those
presented in certified reference materials (Trace elements in water (NIST 1643e) and Trace
metals in drinking water (HPS TMDW)) and the qualitative analysis performed in ICP-OES
(Vista AX, Varian, Melbourne, Australia) for feed chicken. In all the experiments the
concentrations of the analytes (As and Sb, Bi and Pb) were fixed at 10 pg L™'. In both
fractional factorial designs, the highest concentration levels (normalized as +1) for Co, Cu
and Fe were 40, 300 and 100 pg L', respectively and 500 ug L ™ for Al, Cr, Mn, Ni and Zn.
The lowest concentration level (normalized as -1) was 10 ug L for all analytes and the
analytes/concomitants ratios varied from 1:4 for Co and 1:50 for Al, Cr, Mn, Ni, and Zn. An
experiment containing only the analytes was performed in order to calculate the percentage of

interference.
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Experimental results showed no remarkable problems for As and Sb determination and
the percentage of interference was lower than 5 % (contrasts varied from -2 to 5 % for As and
Sb). For Bi determination, no significant interferences were observed (the calculated contrasts
varied from -4 to 5%). Nevertheless it was noted a strong Pb signal interference by Co (II), Cu
(II), Fe (IIT) and Ni (II) with contrasts varying from -62 % to 29 %.

Concomitant mutual hydride-forming, transition elements and acids (e.g., HNO; and
HF) used for sample digestion are potential sources of interferences>, so the effect of HNO;
was also evaluated. Therefore, it was prepared solutions with 0.25, 1, 5, 10, 15 and 20 % v v
HNO:; and the concentrations of the analytes (As and Sb, Bi and Pb) were fixed at 10 ug L™
In the determination of As and Sb, the test showed that if the HNO3; concentration in the
samples was lower than 10% v v adversely affects were not observed during the

determinations (Figure 7).
Figure 7

In the case of Bi and Pb determinations, no problems were observed for Bi if the
HNOj; concentration was lower than 20 % v v'!. On the other hand in the Pb determination,
HNO; effects were evident and its concentration must be lower than 0.25 % v V'l, as can be
seen in Figure 8. Often, digestion of samples with HNO;3 converts the hydride forming
elements to their higher oxidation states, resulting in low HG efficiency. Moreover, during the
HG step, HNO;3 could produce volatile NO, that interferes severely during atomization®*.

Therefore, a small volume of HNO3 was used for sample digestion, enabling that the final

concentration of HNOs was lower than 0.25 % v v’ after dilution.

Figure 8
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3.5. Figures of merit and application
Limits of detection (LOD), repeatability, linear ranges, first order regression equations
and correlation coefficients (r) were determined for both methods and they are presented in

the Table 3. The LOD’s varied from 0.15 pg L™ (As) to 0.77 pg L (Pb).
Table 3

The accuracy of the method was verified by determining As and Sb, Bi and Pb, in two
certified reference materials: trace elements in water (NIST 1643e) and trace metals in
drinking water (HPS TMDW). The results obtained are presented in Table 4. The found
values are in agreement with the certified ones (verified using an unpaired ¢ test) and the
recoveries fall in the range of 88-92%, 99% and 107-116% for As, Sb and Bi, respectively. In
the case of Pb, it was not observed absorbance signals. This could be due to high HNO;
concentration and metals interferences present in the composition of both CRMs. The HNO;
concentration in the CRMs varied from 2 (TMDW-HPS) to 6% v v (NIST 1643¢) and the
sum of Cr, Co, Fe and Ni concentrations from 265 pug L (TMDW-HPS) to 287 (NIST
1643¢). These values are, respectively for Fe and Co, around 3 and 7 times higher than those

1.** found that interference

tested in section 3.4. Studies with potential interferents. Kumar et a
caused by metals could be eliminated using masking agents, such as thiourea, so studies were
performed by adding this reagent (2.5, 5 and 10% w v'') into the certified reference materials

in order to minimize interference, but there wasn’t observed any improvement at the

absorbance signal.
Table 4

Arsenic and Sb, Bi and Pb were determined in river and sea water and chicken feed

samples using the proposed methods. Standard solutions containing 0.52-15 pg L™ were used
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for calibration in the determination of As and Sb and 2.5-20 pg L™ for the determination of Bi
and Pb (see linear ranges in Table 3). The results obtained are presented in Table 5, and the
values found are below the CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) maximum
allowed concentrations (Resolution number 357) for As (10 pg L™), Sb (5 ug L) and Pb (10
pg L) in drinking water and As (10 pg L) and Pb (10 pg L) in sea water®®. The results
obtained for chicken feed presented a good agreement (at 95% confidence level) with those
obtained using a comparative GFAAS method®’. Bismuth and Pb were also determined in
water using Fast Sequential TS-FF-AAS (Thermospray Flame Furnace Atomic Absorption

Spectrometry)’’, as a comparative technique, but no signals were observed.

Table 5
4. Conclusions

The determination of As and Sb, Pb and Bi using fast sequential continuous flow
hydride generation atomic absorption spectrometry is shown to be an alternative to the
traditional mono-element continuous flow hydride generation atomic absorption spectrometry,
with higher theoretical analytical frequency and reduction in the consumption of reagents and
sample.

The method for the determination of As and Sb is robust, sensitivity and permitted to
determine these elements sequentially in complex matrices, as chicken feed, river water and
sea water.

Lead determination was not possible due to a huge matrix effect such as interference
caused by the presence of Co, Cu, Fe, Ni and HNOs, but with the optimized conditions is

possible to determine Bi in different samples.
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Captions for Figures

Figure 1: Schematic set-up of the HGAAS system for the sequential determination of As and Sb, Bi
and Pb. For As and Sb: (a) NaBH,4 (1.2 mL min™), (b) HCI (1.2 mL min") and (c¢) Sample (6.8 mL
min™"). For Bi and Pb: (a) NaBH, (2 mL min™), (b) KsFe(CN), (2 mL min) and (c) Sample (5 mL
min™).

Figure 2: Signal profiles of Bi (black line) and Pb (gray line) to evaluate stabilization time.

Figure 3: R.S.D. (%) values obtained for 10 measurements of a solution containing Bi and Pb (both 10

ng L) to evaluate the reading times.

Figure 4: Contour graphics for As (a-c) and Sb (d-f) models.

Figure 5: Effect of Ar carrier gas flow rates on the efficiency of hydride generation for Bi and Pb (both

10 ug L") determination.

Figure 6: Effect of reagents and sample flow rates on the analytical curve for Bi and Pb.

Figure 7: Influence of HNO; concentration in the determination of As and Sb (both 10 pg L™).

Figure 8: Influence of HNO; concentration in the determination of Bi and Pb (both 10 ug L™).
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Table 1: Doehlert design for As and Sb optimization

HC] sample

NaBH4

HCl carrier

KI

Analytical signals

Experiments Real % Real Real Real (Absorbance
(mol L™ Norm. (%) Norm. (mol L™ Norm. (%) Norm. As Sb

[ ** 0.6 0 0.6 0 5.0 0 0.6 0 0.086 0.102
2 H* 0.6 0 0.6 0 5.0 0 0.6 0 0.095 0.112
3w 0.6 0 0.6 0 5.0 0 0.6 0 0.071 0.103
4 1.0 1 0.6 0 5.0 0 0.6 0 0.107 0.164
5 0.8 0.5 0.9 0.866 5.0 0 0.6 0 0.098 0.141
6 0.8 0.5 0.7 0.289 8.0 0.817 0.6 0 0.089 0.147
7 0.8 0.5 0.7 0.289 6.0 0.204 1.0 0.791 0.133 0.167
8 0.2 -1 0.6 0 5.0 0 0.6 0 0.081 0.057
9 0.4 -0.5 0.3 -0.866 5.0 0 0.6 0 0.026 0.067
10 0.4 -0.5 0.5 -0.289 2.0 -0.817 0.6 0 0.051 0.032
11 0.4 -0.5 0.5 -0.289 4.0 -0.204 0.2 -0.791 0.026 0.023
12 0.8 0.5 0.3 -0.866 5.0 0 0.6 0 0.059 0.134
13 0.8 0.5 0.5 -0.289 2.0 -0.817 0.6 0 0.061 0.096
14 0.8 0.5 0.5 -0.289 4.0 -0.204 0.2 -0.791 0.022 0.036
15 0.4 -0.5 0.9 0.866 5.0 0.000 0.6 0 0.070 0.074
16 0.6 0 0.8 0.577 2.0 -0.817 0.6 0 0.055 0.057
17 0.6 0 0.8 0.577 4.0 -0.204 0.2 -0.791 0.033 0.028
18 0.4 -0.5 0.7 0.289 8.0 0.817 0.6 0 0.063 0.123
19 0.6 0 0.4 -0.577 8.0 0.817 0.6 0 0.046 0.138
20 0.6 0 0.6 0 7.0 0.613 0.2 -0.791 0.026 0.045
21 0.4 -0.5 0.7 0.289 6.0 0.204 1.0 0.791 0.097 0.135
22 0.6 0 0.4 -0.577 6.0 0.204 1.0 0.791 0.086 0.152
23 0.6 0 0.6 0 3.0 -0.617 1.0 0.791 0.112 0.124

*Normalized values
**Experiments in the central point
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Table 2: Doehlert design for Bi and Pb optimization

K3FC(CN)6 HCl sample NaBH4

Analytical signals

Experiments (Absorbance)
(R(,Z&;l Norm.* g::} LY Norm. (13,;31 Norm. Bi Pb

1 ** 1.00 0 0.09 0 1.00 0 0.116 0.156
2 ** 1.00 0 0.09 0 1.00 0 0.114 0.169
3w 1.00 0 0.09 0 1.00 0 0.113 0.169
4 1.00 0 0.15 1 1.00 0 0.125 0.052
5 1.75 0.866 0.12 0.500 1.00 0 0.123 0.048
6 1.25 0.289 0.12 0.500 1.75 0.817 0.132 0.204
7 1.00 0 0.03 -1 1.00 0 0.121 0.186
8 0.25 -0.866 0.06 -0.500 1.00 0 0.120 0.167
9 0.75 -0.289 0.06 -0.500 0.25 -0.817 0.129 0.005
10 0.25 -0.866 0.12 0.500 1.00 0 0.129 0.016
11 0.75 -0.289 0.12 0.500 0.25 -0.817 0.155 0.031
12 1.75 0.866 0.06 -0.500 1.00 0 0.115 0.177
13 1.50 0.577 0.09 0 0.25 -0.817 0.106 -0.004
14 1.25 0.289 0.06 -0.500 1.75 0.817 0.100 0.179
15 0.50 -0.577 0.09 0 1.75 0.817 0.121 0.176

*Normalized values
**Experiments in the central point
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Table 3: Analytical figures of merit for As and Sb, Bi and Pb determinations by Fast Sequential Continuous Flow Hydride Generation A tomic

Absorption Spectrometry

Parameter As Sb Bi Pb
First order regression equation  y=0.0151 x + 0.0043 y=0.0159 x +0.0034 y=0.028x+0.015 y=0.018x+0.031
Correlation coefficient (1) 0.999 0.999 0.998 0.997
Linear range / pg L™ 0.52-15 0.52-15 2.5-20 2.5-20
® Limit of detection / pg L™ 0.15 0.16 0.60 0.77
® Repeatability / % 1.5% 2.0 % 5.9% 6.0 %

*LOD: limit of detection (3 s blank/slope, n = 10).
®R.S.D. (%): relative standard deviation, n = 10 ([As, Sb, Bi and Pb] = 10 pg L™).

Table 4: Determination of As and Sb, Bi and Pb in two different certified reference materials by Fast Sequential Continuous Flow Hydride Generation

Atomic Absorption Spectrometry

. I
Certlil;lleatiel'l?it;rence Element  Certified (ug L™) Fou?;lip;g) LY Recovery (%)
Nist 1643e As 60.45 + 0.72 55.68 +£1.34 92
TMDW-HPS As 80 70.7+0.4 88
Nist 1643e Sb 58.30 £0.61 57.79 £ 0.49 99
TMDW-HPS Sb 10 9.9+0.1 99
Nist 1643¢ Bi 14.09 £ 0.15 14.54 +£1.34 107
TMDW-HPS Bi 10 11.6 1.7 116
Nist 1643¢ Pb 19.63 +£0.21 <LOD -
TMDW-HPS Pb 40 <LOD -
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Table 5: Concentrations of As and Sb, Bi and Pb found in samples (water and chicken feed)

Sample As Sb Bi Pb
Tieté river water 0.38 +£0.05 pg L T#* 1.20+0.03 pgL ' <0.60 (LOD) <0.77 (LOD)
Sea water 1.36+0.04 pgL ™ 0.24+0.08 ugL '** <0.60 (LOD) <0.77 (LOD)
*Chicken feed 2.02+0.04 mgkg <0.16 (LOD) <0.60 (LOD)  <0.77 (LOD)

*As: 2.74 £0.18 mg kg ' (GFAAS)
**Values between LOD and LOQ
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Figure 4
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Absorbance

Absorbance

Figure 7
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