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RESUMO

Neste trabalho foi utilizada uma técnica para analise de amostras sélidas
por espectrometria de absorcdo atbmica com tubo aquecido na chama apos
combustdo iniciada por microondas (MIC-FF-AAS) para a determinacdo de
cadmio e chumbo em sangue. Um tratamento inicial foi dado a amostra, sendo
esta liofilizada, seca em estufa e moida. As amostras de sangue liofilizado foram
prensadas, juntamente com grafite de alta pureza, na forma de comprimidos. Os
comprimidos da amostra (sangue liofilizado + grafite) foram colocados sobre um
papel de filtro e posicionados em um suporte de quartzo. O suporte foi colocado
no interior de uma camara de vidro adaptada no interior do forno de microondas
do sistema MIC-FF-AAS. Solucdo de NH;NO3 50% (m/v) foi empregada como
iniciador da combustédo e um fluxo de oxigénio foi utilizado para a combustdo e
para o transporte dos vapores formados até o sistema de atomizacdo. A
atomizacdo foi feita em um tubo metalico posicionado sobre a chama (ar e
acetileno) de um espectrometro de absorcdo atbmica com chama. A calibragao foi
feita empregando-se solucbées de referéncia adsorvidas em comprimidos de
grafite. Apés a avaliacdo das condi¢cdes operacionais, 0S seguintes parametros
foram escolhidos: combustdo empregando 20 mg de papel de filtro, 40 pl de
solucdo de NHsNO3; 50% (m/v) e vazdo de oxigénio de 1 | min™, vazéo de ar e
acetileno de 16 e 2 | min™ para a determinacdo de Cd e Pb em sangue liofilizado,
uso de tubos metélicos sem furos na base (para Cd) e com 12 furos na base (para
Pb). A técnica permite a introducdo de até 50 mg de sangue tendo um limite de
quantificacdo de 20 ng g™ para Cd e 2,2 pg g* para Pb. A massa caracteristica
foi de 50 pg para Cd e 4,5 ng para Pb. Resultados concordantes foram obtidos
entre a técnica de MIC-FF-AAS e os valores para materiais de referéncia ou com
os obtidos pela técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado. A técnica permitiu uma freqiéncia de 15 determinacdes por hora
(excluindo-se as etapas prévias até a confeccdo dos comprimidos com grafite).
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ABSTRACT

In this work a procedure for Cd and Pb determination by solid sampling
flame furnace atomic absorption spectrometry after microwave induced
combustion (MIC-FF-AAS) is used. Human blood samples were priory lyophilized,
dried, ground, mixture with graphite, pressed and placed on a filter paper
positioned on a quartz holder, that was introduced in a glass device inside a
microwave oven. The microwave oven was modified making possible an oxygen
flow for combustion step and to transport the combustion products to the AAS
spectrometer. Ammonium nitrate solution 50% (w/v) was used to start the ignition
step. Atomization was performed in a metallic tube heated into air and acetylene
flame. Calibration was carried out using aqueous reference solutions pipetted into
graphite pellets. After operational conditions optimization, the suitable parameters
were: 20 mg of paper filter to start combustion with 40 pl of NH;NO3 50% (w/v),
1 1 min O, flow rate and air and acetylene flow rates were 16 and 2 | min™ for
determination of Cd and Pb in lyophilized blood using tubes without for Cd and
with 12 holes for Pb. At the chosen conditions it was possible the introduction of
around 50 mg of sample and quantification limits of 20 ng g* and 2.2 pg g*, for Cd
and Pb, respectively. The obtained characteristic masses were 50 pg for Cd and
4.5 ng for Pb. No significant differences were observed when comparing the
obtained results using the proposed procedure with certified reference materials
values or with those obtained by inductively coupled plasma mass spectrometry,
after acid digestion. The sample throughput was 15 determinations per hour,
excluding previous steps until weighing step.



1. INTRODUCAO

O interesse acerca da acumulagéo e toxicidade de metais pesados, como
Cd e Pb, tem crescido nos ultimos anos como consequéncia da exposicédo
ocupacional e ambiental.”” A intoxicacdo por metais pesados provoca sintomas
especificos e um quadro clinico proprio a curto ou longo prazo. Dessa forma, o
biomonitoramento é uma importante ferramenta na medicina ocupacional,
avaliando a evolucdo dos niveis de exposicdo a estes metais em grupos de
pessoas expostas a ambientes predispostos & intoxicacdo.'® Assim, um
acompanhamento periddico, através da analise de fluidos biolégicos como, p.ex.,
0 sangue, pode auxiliar a avaliagdo dos efeitos toxicos no organismo
humano.”®1%

O chumbo e o cadmio sdo metais pesados conhecidos por causar efeitos
adversos a saude humana. A concentracdo destes metais no sangue pode ser
utilizada para monitorar a exposicao a esses elementos, que pode ser oriunda do
ar, absorcéo cutdnea ou ingestdo de alimentos contaminados.*Neste sentido, é
de grande importdncia o emprego de técnicas analiticas que permitam a
quantificacdo de cadmio e chumbo em baixas concentracbes com boa freqiéncia
de determinacao, e que sejam acessiveis a laboratorios de pequeno porte.

Dentre as técnicas disponiveis para a determinacdo de metais em diversos

tipos de amostras, a espectrometria de absor¢cdo atomica com chama (F AAS)

! Agency for Toxic Substance Disease Registry, Toxicological Profile for Cadmium.

2 Agency for Toxic Substance Disease Registry, Toxicological Profile for Lead.

" MOREIRA F. R., MOREIRA, J. C., Quim. Nova 27 (2004) 251-260.

® MORTARI S. R., Tese de Doutorado, PUC, Rio de Janeiro/RJ, 2001.

% TAYLOR, A. et al., Int. Arch. Occup. Environ. Health 80 (2007) 254-264.

YO WILHELM, M., SCHULZ, C., SCHWENK, M., Int. J. Hyg. Environ. Health 209 (2006) 301-305.
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tem sido amplamente utilizada. No entanto, uma limitagdo da técnica é a baixa
eficiéncia relativa ao processo de nebulizacdo da amostra e a dispersao dos
atomos dos analitos gerados na chama, resultando em menor sensibilidade e na
obtencéo de piores limites de deteccdo (LD), em comparacdo a outras técnicas,
como, p.ex. a espectrometria de absor¢cdo atbmica com forno de grafite
(GF AAS).'® Ainda, a necessidade de utilizacdo de amostras na forma liquida
implica, normalmente, na necessidade de sua solubilizacdo e, mais comumente,
de uma etapa de decomposicao.

A decomposicdo é uma etapa que despende muito tempo podendo ser
este, inclusive, superior ao da prépria etapa de determinac&o.®* Nesta etapa pode
haver a contaminacdo da amostra e/ou a perda de analitos por volatilizacao.
Ainda, os acidos comumente utilizados na etapa de decomposicdo podem
aumentar os riscos ao analista, além de implicar em uma etapa adicional para o
tratamento dos residuos gerados.

Dessa forma, o desenvolvimento de procedimentos que substituam a
decomposicdo das amostras por via mida®’, aliado as técnicas que melhorem o
limite de quantificagdo (LQ) de sistemas convencionais por F AAS, como a

utilizacdo de tubos posicionados sobre a chama®®*’

, podem viabilizar a aplicagéao
da técnica para a determinacéo de metais em niveis mais baixos.”*

Baseando-se nos pressupostos acima, recentemente foi proposto um
sistema para combustdo de amostras sélidas iniciada por radiacdo microondas,
com determinagcédo em linha de Cd e Pb por espectrometria de absorgcédo atbmica
com tubo aquecido na chama. A técnica, denominada de MIC-FF-AAS (do inglés,
microwave induced combustion flame furnace atomic absorption spectrometry) foi

utilizada para a combustdo de amostras de tecido vegetal e a calibracdo foi

2 BELARRA, M. A. et al., Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

® BERNDT, H., DAVIES, J., Anal. Chim. Acta 479 (2003) 215-223.

" BERNDT, H., GASPAR, A., Anal. Chem. 72 (2000) 240-246.

®t KURFURST, U., Berlin: Springer, 1998. 423p.

""MATUSIEWICZ, H., Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1711-1736.

% ROSSBACH, M., GROBECKER, K., Homogeneity, Accred. Qual. Assur. 4 (1999) 498-503.
1% WELZ, B., SPERLING, M.,Weinheim: Wiley-VHC, 1999. 941p.
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possivel com solugbes de referéncia adsorvidas em papel filtro, demonstrando
resultados concordantes com materiais de referéncia certificados (CRM) ou com
0s obtidos por outras técnicas (GF AAS e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, ICP-MS). Além disso, houve melhora nos limites de
deteccdo e quantificacdo, em relagdo a técnica convencional de F AAS, e baixos
valores de background foram registrados.’

Desta forma, a fim de demonstrar a potencialidade desta técnica para a
combustdo de outras amostras com matriz predominantemente organica, o
presente estudo teve por objetivo principal avaliar a aplicabilidade do sistema
MIC-FF-AAS para a determinagéo de Cd e Pb em sangue liofilizado. Assim, foi
feito um estudo sistematico para avaliacdo dos parametros operacionais, bem
como as caracteristicas analiticas principais. A exatiddo do procedimento
proposto foi avaliada empregando-se materiais de referéncia, bem como por
comparacdo dos resultados obtidos por ICP-MS, apdés decomposi¢cdo por via

Uumida.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos ambientais e toxicoldgicos do cadmio e chumbo

Cadmio é encontrado naturalmente em vegetais, agua, solo e na
atmosfera. Devido a sua aplicacdo tecnologica (fabricacdo de pigmentos, baterias,
células fotovoltaicas, lampadas, etc), pode estar disponivel em concentracdes
maiores préximos a centros industrializados.”*®® A intoxicacdo aguda de Cd
produz um quadro clinico caracteristico. De 4 a 10 horas apdés a exposicao,
surgem dificuldades para respiracdo e tosses muitas vezes acompanhadas de
dores musculares acentuadas, fadiga, cefaléia e vémitos. Nos casos mais graves
podem ocorrer hipotensdo, insuficiéncia renal, disturbios da fung¢do pulmonar,
podendo persistir por meses, ou até mesmo levar ao 6bito.***?!3 A exposicdo
cronica ao Cd, presente em aerossoOis, por um periodo prolongado
(aproximadamente 10 anos), pode resultar no desenvolvimento de enfisema
pulmonar, mesmo depois de muito tempo sem exposicdo a este elemento, além
de possibilidade de lesdo no nervo olfatério. A exposicdo oral ou a aerossois, a
longo prazo, pode provocar insuficiéncia renal progressiva.'*0%102

O chumbo pode ocorrer como contaminante ambiental devido ao seu
amplo emprego, destacando-se a industria extrativa, petrolifera, de tintas e
corantes, ceramica, grafica, bélica, proteses dentarias, estabilizantes plasticos,

Y BENNETT, G., Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2001. 1266p.

2L BERTIN G., AVERBECK, D., Biochimie 88 (2006) 1549-1559.

% L ARINI, L., Manole Ltda.: S&o Paulo, 1997.

L TE| ISMAN, S. et al., Environ. Health Perspect. 108 (2000) 45-53.

192 TE| ISMAN, S. et al., Int. Arch. Occup. and Environ. Health 70 (1997) 243-248.
12 \world Health Organization, Environmental Health Criteria 85 - Inorganic Lead.
13 World Health Organization, Environmetal Health Criteria 134 - Cadmium.
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entre outras aplicacbes.'*® Varios estudos tém sido feitos a respeito da
contaminacdo do Pb na agua, em éareas urbanas e suburbanas, assim como a
contaminacao de solos, proveniente de fontes naturais ou geoldgicas, ou mesmo
decorrente de atividades antropogénica, como a mineragcdo, industria ou
transporte, sendo sua concentracdo dependente do local.®® No Brasil, estima-se
uma ingestdo diaria em torno de 13 pg de chumbo por kg de massa corporea,
proveniente de alguns alimentos consumidos, como frutas, vegetais, carnes,
leites, peixes e outros produtos da pesca.®
A intoxicagdo com chumbo pode provocar distarbios no sistema nervoso,

manifestacbes de apatia, cefaléia, vomitos, paralisia dos nervos cranianos,
convulsdes, cegueira e coma. Nos casos mais graves, pode causar 0 saturnismo
ou plumbismo, que € a doenca decorrente da intoxicacdo por exposicdo a este
elemento durante longo prazo. Além disso, a funcédo renal € comprometida. O
chumbo também pode atravessar rapidamente a placenta e acredita-se que possa
ser responsavel por abortos, devido a lesdes no sistema nervoso central do
feto.14'65’112

Desta forma, o monitoramento de cadmio e chumbo permite uma avaliacao
das possiveis rotas de contaminacdo, permitindo a adocdo de medidas
preventivas. Sob este aspecto, o teor destes elementos encontrados no sangue
pode representar um indicativo decorrente da poluicdo ambiental e ocupacional.

2.1.1. Sangue
O sangue € um tecido conjuntivo liguido e que tem como funcédo a

manutencdo da vida do organismo. No corpo de um adulto circulam, em média 5

litros de sangue, variando de acordo com o peso. O sangue é formado por parte

Y BENNETT, G., Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2001. 1266p.

* L ARINI, L., Manole Ltda.: S&o Paulo, 1997.

% OGA, S., Atheneu: S&o Paulo, 2003. 474p.

12 world Health Organization, Environmental Health Criteria 85 - Inorganic Lead.
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liguida (plasma), constituido por &gua, sais, vitaminas e fatores de coagulacao, na
qual estdo misturadas as partes sélidas: heméaceas, leucdcitos e plaquetas.”

2.1.2. Casos de contaminacdo de cadmio e chumbo no  sangue

No Brasil, alguns trabalhos evidenciaram casos de contaminacdes por
cadmio e chumbo, como em 1985, na Bahia, um estudo de intoxicacdo por
chumbo e cadmio em trabalhadores de oficinas de baterias. Foi verificado que a
concentragdo média de cadmio no sangue era extremamente elevada:
0,83 pg di*, com 97,4% dos operarios excedendo o limite de tolerancia de
0,1 pg dIt. A concentracdo média de chumbo no sangue foi de 4,29 ug di*.*

Outro estudo feito em 1987, no estado de Minas Gerais, 52% dos
trabalhadores de uma industria de baterias encontravam-se intoxicados por
chumbo. Também, os operarios da maior fabrica de acumuladores elétricos da
cidade de Campinas (SP) estavam contaminados por este elemento em 1989. Ja
em Bauru (SP), foram identificados 800 casos de saturnismo em trabalhadores de
duas indUstrias de acumuladores elétricos entre 1985 e 1987.”"

Em 1998, na Bahia, foi feito um estudo com criancas que moravam perto
de uma fabrica de fundicdo de chumbo, desativada em 1993. A média de
concentracdo de chumbo no sangue foi de 17,1 pg dI™, mostrando ser uma fonte
de risco para os moradores.” Em 2001, em S&o Paulo, foi evidenciada a

contaminacao da populacdo e do meio ambiente por chumbo nas

? CARVALHO, F. M. et al., Rev. Panam. Salud. Publica/Pan Am. J. Public Health 13 (2003) 19-24.
% CARVALHO, F. M. et al., Rev. Satde Publ. 19 (1985) 411-420.

" MOREIRA F. R., MOREIRA, J. C., Quim. Nova 27 (2004) 251-260.

" MOTTA, V. T., Médica Missau: Porto Alegre, 2003.
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circunvizinhancas de trés mineradoras, que atuaram no refino dos minérios na
regido da bacia do Rio Ribeira de Iguapé entre 1920 e 1996.%’

Em 2004, em um trabalho feito por Neto et al.,, em S&o Paulo, foram
encontrados, no sangue, concentracdes de 0,2 pg di* de Cd e de 9,0 a
28,2 pg dI* de Pb. O trabalho foi realizado usando Ag como padréo interno (IS),
com a determinacdo simultanea de Cd e Pb em sangue por espectrometria de
absorcdo atémica com atomizacédo eletrotérmica (ET AAS).2° Trabalhos com IS
tém sido usados com a finalidade de compensar erros randémicos e sistematicos
e melhorar a precisdo dos resultados.?4%%84

De acordo com a legislacdo brasileira, o indice Biolégico Maximo Permitido
(IBMP) € o valor maximo do indicador biolégico para o qual se supbe que a
maioria das pessoas ocupacionalmente expostas ndo corre risco de dano a
satude. O valor estipulado para o Pb inorganico no sangue é de 60 pg di™.
Segundo recomendacgdo do Ministério da Saude, a determinagdo de chumbo no
sangue deve ser feita através da técnica de GF AAS.#%1% E de acordo com o
Center for Disease Control (CDC), nos Estados Unidos, estabelece como
10 pg dI, a concentracdo sangiiinea aceitavel de chumbo em criancas.™

Para o Cd, o IBMP é determinado na urina, sendo de 5 pg g* de

creatinina.”® Porém, em legislagdes internacionais, como a da Alemanha,'*%

19 BECKER, K. et al., Int. J. Hyg. Environ. Health 205 (2002) 297-308.

Y BENNETT, G., Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2001. 1266p.

> BRASIL, Sao Paulo, Hucitec, 1988.

%" Estado de Sao Paulo, Jornal.

82 NETO, J. A. G. et al., Food Chemistry 93 (2005) 355-360.

8 NETO, J. A. G. et al., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 759-763.

¥NETO, J. A. G. OLIVEIRA, S. R. Spectrochim. Acta Part B (in press), doi:
10.1016/j.sab.2007.06.007.

% NETO, J. A. G. et al., J. Anal. Atomic. Spectrom. 19 (2004) 917-922.

% Norma Regulamentadora 7 - Programa de controle médico de satde ocupacional (107.000-2).
% Protocolos de Complexidade Diferenciada: 4 série a, normas e manuais técnicos.

1% TSALEV, D. L., CRC: Florida, 1995.

199 WILHELM, M., EWERS, U., SCHULZ, C., Int. J. Hyg. Environ. Health 207 (2004) 69-73.
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existem valores de referéncia, que sao valores possiveis de serem encontrados
em populacdes ndo expostas ocupacionalmente, sendo o valor de 0,1 pg dI* de
Cd no sangue.

Varios trabalhos, em diversos paises mostraram casos de intoxicagdo de

cadmio e chumbo em pessoas,*"%" 92110

porém, verificou-se que nos ultimos anos
houve uma reducéo nos valores de concentracdao destes elementos, no sangue,
provavelmente pela remediacdo da exposicdo, associada a diminuicdo dos
valores maximos permitidos pelas legislacées. Sendo assim, o desenvolvimento
de técnicas mais sensiveis que possam ser implementadas para o controle destes

metais neste tipo de amostra, se torna importante.

2.2. Preparo de amostras

O preparo da amostra é uma etapa do procedimento analitico que consiste
em submeter a amostra a um tratamento, visando a sua preparagdo para as
etapas subsequientes.”*** E importante observar que, dentre todas as operacgées
analiticas, a etapa de pré-tratamento da amostra é a mais critica. Em geral, &
nesta etapa que pode estar sujeito a cometer erros. E também a etapa de maior
custo. Desta forma, as etapas de pré-tratamento de amostras devem ser sempre
cuidadosamente consideradas.

Alguns erros que podem ocorrer na etapa de pré-tratamento da amostra,
sdo: amostragem inapropriada, contaminacdo da amostra, efeitos de adsorcéo
e/ou dessorcdo nas paredes internas dos frascos, perdas de elementos por

volatilizac&o, reacées incompletas ou indesejaveis, influéncia da matriz.**®°

2 BELARRA, M. A, et al., Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

*" GERSHANIK, J. J., BROOKS, G., LITTLE, J. A., J. Pediatr. 84 (1974) 112-113.
%9 KNAPP, G., Mikrochim. Acta 2 (1991) 445-455.

" LAUWERYS, R. et al., Environ. Res. 20 (1979) 375-39.

® MAGALHAES, C. E. C., ARRUDA, M. A. Z., Quim. Nova 21 (1998) 459-466.

" MESTER, Z., STURGEON, R. (Eds.), Amsterdam: Elsevier, 2003.

%2 PALLOTTI, G. etal., Sci. Total Environ. 31 (1983) 81-87.

MO \WILHERM, M. et al., Int. J. Hyg. Environ. Health 210 (2007) 307-318.
ULWILLIS, J. B., Anal. Chem. 47 (1975) 1752-1758.
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Porém, sempre que possivel, deve-se simplificar ou eliminar a etapa de
pré-tratamento da amostra, reduzindo o tempo total da analise e minimizando o

risco de contaminacdes.

2.2.1. Decomposicdo de amostras em fornos de microo  ndas

A radiacdo microondas tem sido empregada para a decomposi¢cdo de
amostras, a fim de tornar o procedimento mais rapido, reduzindo o volume de
reagentes e a contaminacdo, oferecendo mais seguranca, além de permitir
controle da temperatura e da pressdo. Os dois mecanismos fundamentais,
responsaveis pela transferéncia de energia do campo eletromagnético das
microondas, sdo a rotacdo de dipolo e a conducéo i6nica. A rotagcdo de dipolo é a
interacdo na qual moléculas polares tentam se alinhar com a mudanca rapida de
campo eletromagnético das microondas. Este movimento rotacional de
alinhamento e retorno a “desordem” do sistema, resulta na transferéncia de
energia com o consequente aquecimento das substancias. Ja a conducao idnica,
que ocorre de maneira similar, € a interacdo do campo eletromagnético oscilante
com fons presentes no meio.”

A partir de 1980, foram feitos os primeiros trabalhos de desenvolvimento de
fornos de microondas para uso especifico em laborat6rio, em especial para a
decomposicdo de amostras com sistemas que possibilitassem a programacéo do
aguecimento de acordo com o tipo de material em analise, proporcionando maior
robustez ao método. Mais tarde, os fornos foram adaptados para a utilizacdo de
sistemas com frascos fechados, onde a perda de analitos por volatilizacdo e a
contaminacdo das amostras puderam ser reduzidas.”*® Posteriormente, sistemas
em linha foram propostos para a determinacdo de elementos téxicos e volateis,
associando o sistema de decomposicdo por microondas, com o sistema de

determinacdo. Assim, contaminagbes e perdas por volatilizagcdo puderam ser

“MESTER, Z., STURGEON, R. (Eds.), Amsterdam: Elsevier, 2003.
% SMITH, F. E., ARSENAULT, E. A., Talanta 43 (1996) 1207-1268.
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minimizadas.?® O procedimento consiste em formar uma suspens&o da amostra,
em solucao acida em um recipiente fechado e mantido sob agitacdo. A suspenséo
€ aspirada com o auxilio de uma bomba peristaltica, passando por uma bobina
localizada na cavidade do forno, onde ocorre a digestdo da amostra. Na saida do
forno de microondas, sistemas de resfriamento dos vapores formados e/ou
sistemas para remocao dos gases gerados durante a etapa de decomposicao
podem ser acoplados, sendo a amostra entdo levada até o sistema de deteccdo
com o auxilio de um fluxo carreador.®® Em 1993, um sistema em linha foi utilizado
para determinacdo de Cu, Mn, Pb e Zn em vegetais, produtos dietéticos e
sedimento marinho. A suspensdo da amostra (20 a 250 mg em 10 ml de HNOs
concentrado) era injetada em confluéncia com H,O, e o aquecimento feito em
forno de microondas antes das determinacdes por F AAS. A freqUéncia analitica
era de 180 amostras por hora. Foi observada boa concordancia com materiais de
referéncia certificados.**

No mesmo ano, Guo et al.,** propuseram um procedimento de analise em
fluxo com microondas para amostras de sangue bovino e humano, visando a
determinacdo de Hg através de espectrometria de absor¢cdo atbmica com vapor
frio (CV AAS). A amostra diluida (0,5 ml) era carreada até o forno de microondas
e, apods a digestao e resfriamento, o digerido era misturado com uma solugéo de
KMnO,. Em seguida, NaBH, era adicionado por meio de uma segunda
confluéncia para reducdo de Hg(ll) para Hg(0). O mercurio, na forma de vapor, foi
introduzido numa cela de quartzo adaptada a um espectrometro de absorcéo
atbmica com chama, usando argbnio como transportador. Os resultados foram
concordantes com materiais certificados e com outras técnicas.

Arruda et al.,> em 1997, propuseram um procedimento envolvendo
decomposicdo em linha auxiliada por microondas para determinagdo de Pb em
peixes por GF AAS. Uma mistura de 300 ul da amostra em suspensao (peixe
liofilizado em solucdo de HNOj; e Triton X-100) e 400 pl de solucdo de HNO;3

> ARRUDA, M. A. Z., SANTELLI, R., E., Quim. Nova 20 (1997) 638-643.
% De la GUARDIA, M. et al.,Talanta 40 (1993) 1609-1617.

%> De la GUARDIA, M. et al., Anal. Chim. Acta 238 (1990) 417-421.

1 GUO, T., BAASNER, J.,Talanta 40 (1993) 1927-1936.

% REIS, B. V., Quim. Nova 19 (1996) 51-58.
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6 mol I"* foi carreada com o auxilio de uma bomba peristaltica para um reator de
politetrafluoretileno (PTFE) com 500 cm de comprimento e com 0,8 mm de
diametro interno, posicionado dentro do forno de microondas. A amostra
processada foi coletada em uma cubeta do amostrador de um espectrometro de
absorcao atdmica com forno de grafite. Os resultados obtidos foram concordantes
com os indicados para CRM e com os obtidos apdés a decomposicao nitrico-
perclérica da amostra. Valores de desvio padrao relativo (RSD) em torno de 10%
foram encontrados para o0 método proposto.

Diversos trabalhos foram publicados com inovacbes na é&rea de
decomposi¢ées com microondas, como o uso de mini-frascos, sistemas fechados,
novos modelos de fornos de microondas com monitoramentos de temperatura,
pressdo, sendo que mais informacdes podem ser consultadas em livros e

revisdes em periddicos especializados. 234%43°8.74.75,87,91,99,116

2.3. Considerac0Oes gerais sobre o processo de combu  stéao

O processo de combustédo, normalmente, envolve dois componentes: um
combustivel e um oxidante. Um sistema simples de combustdo pode ocorrer
quando ha a pré-mistura dos dois na forma gasosa, sendo aquecidos lentamente
em um local fechado. Se a temperatura ndo ultrapassar um determinado valor,
esta serda dissipada pelas paredes do recipiente. Dessa forma, pode ocorrer uma
combustdo lenta. Porém, apds certo limite de temperatura, dependendo das
propriedades fisicas do combustivel, do oxidante e do recipiente, a taxa de
liberacdo de energia da reacao quimica pode exceder a taxa de perda de energia

pelo recipiente. Se isto ocorrer, a temperatura aumenta rapidamente com

2 BRANCALION, M. L., ARRUDA, M. A. Z., Microchim. Acta 150 (2005) 283—290.

“2 FLORES, E. M. M., Tese de Doutorado, PPGEM, UFRGS, Porto Alegre/RS, 1997.

> FLORES, E. M. M. et al., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 1419-1423.

% KINGSTON, H. M., JASSIE, L. B., ACS Professional Reference Book: Washington D. C., 1988.
" MESTER, Z., STURGEON, R. (Eds.), Amsterdam: Elsevier, 2003.

’® Milestone, Application notes for digestion, Milestone, Italia: 2006.

8 NOBREGA, J. A. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1855-1876.

L OLIVEIRA, E., J. Braz. Chem. Soc. 2 (2003) 174-182.

% SMITH, F. E., ARSENAULT, E. A., Talanta 43 (1996) 1207-1268.

187 OTORZYNSKI, A., Crit. Rev. Anal. Chem. 25 (1995) 43-76.
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consequente aumento da velocidade da reacdo. Enquanto os componentes da
reacdo estiverem disponiveis, a velocidade da reagdo aumenta, levando a uma
aceleracdo desta e um aumento violento da pressao, podendo acarretar uma
explosdo. O estado no qual a auto-aceleracdo da reacao ocorre € denominado de
ignicdo e corresponde a temperatura de ignicédo ou temperatura de auto-ignicéo.®

Praticamente, todos os fendbmenos de combustdo sdo acompanhados pela
emissao de luz e, embora a maioria das informacgdes disponiveis seja de estudos
com chamas, efeitos similares sdo observados para outros sistemas. Se uma
chama estiver em completo equilibrio termodinamico, entdo os gases aquecidos
devem emitir uma radiacdo continua de acordo com a sua temperatura. Apesar da
oxidacdo de compostos organicos, geralmente, levar a formacdo de monoxido e
dioxido de carbono, chamas ricas em combustiveis tendem a formar, também,
carbono no estado sdlido. Isto causa uma intensa coloracdo amarela destas
chamas e podem levar a formagdo de particulas de carbono, chamadas de
fuligem que podem se depositar em superficies mais frias. A natureza da fuligem
varia, quimicamente e fisicamente, com a posicdo da chama. Uma particula
chamada de “nova”, possui um diametro de, aproximadamente, 5 nm, que, por
aglomeracdo, pode formar particulas de 200 nm ou mais. O conteudo de
hidrogénio na fuligem €& cerca de 1% em massa, correspondendo a forma
empirica CgH. Microscopicamente, a fuligem apresenta-se como um aglomerado
de vérias particulas esféricas, medindo 1,3 por 2,1 nm.?

A reacdo de combustdo em solidos segue os mesmos fendbmenos basicos
observados nos gases, mas amostras solidas possuem condutividade térmica
uma ordem de magnitude maior e difusividades que sdo varias ordens de
grandeza menores do que nos gases. Apesar de se tratar de materiais solidos, a
combustdo raramente ocorre em fase soélida. A temperatura na zona de reacéo
estd bem acima do ponto de fusédo do sélido, sendo que este pode entrar nesta
zona como um liquido. Por outro lado, o material pode vaporizar e a reacao pode

ocorrer na fase gasosa.®

® BARNARD, J. A., BRADLEY, J. N., New York: Chapman and Hall, 1985. 308p.
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2.4. Decomposicdo em sistema fechado por combustéo iniciada por

microondas

Barin,’ em 2003, propés um procedimento de combustdo iniciada por
radiacdo microondas, em sistema fechado, para a determinacdo de metais e
nao-metais em produtos farmacéuticos. O sistema foi adaptado em frascos
comerciais de perfluoralcoxi (PFA), empregados rotineiramente para o preparo de
amostras (Prolabo® mod. 7195). Este consiste de um dispositivo de quartzo,
fixado a tampa do frasco de decomposicdo, que serve como suporte da amostra,
e também, como protetor das paredes e da tampa do frasco, da chama gerada
durante o processo de combustdo. A amostra foi embalada em um involucro de
papel, ao qual foi adicionada uma solucdo de nitrato de aménio (utilizada como
iniciador de combustéo). Foi adicionado acido nitrico como solu¢do absorvedora,
sendo entéo o sistema fechado e colocado no interior de um forno de microondas
domeéstico. Uma vez iniciada a irradiacdo com microondas, o tempo necessario
para o inicio da combustéo foi de cerca de 15 s. O tempo de irradiacao foi de 30 s
e o0 tempo de combustdo da amostra foi de cerca de 10 s. A concordancia entre
os resultados encontrados com o referido para amostras certificadas de vegetais
e leite em po foi de 88 a 107%, quando empregada apenas a combustdo para a
decomposicdo, e de 95 a 103%, quando uma etapa adicional de refluxo foi
realizada ap0s a combustdo. O teor de carbono residual nas amostras de
estearato de magnésio, apdés a decomposi¢do, foi menor que 1%, demonstrando
a eficiéncia do sistema de decomposigéo.

Flores et al.,*® determinaram Cd e Cu por F AAS em amostras certificadas
de figado bovino, rim de porco e leite desnatado, apdés combustao iniciada por
microondas em sistema fechado. As amostras, de 50 a 250 mg, foram envolvidas
em papel e posicionadas sob um suporte de quartzo desenvolvido para este fim.
O suporte foi colocado em um frasco de quartzo de um forno de microondas
comercial (Multiwave 3000® microwave sample preparation system, Anton Paar)
para digestdo de amostras em sistema fechado, contendo 6 ml de &cido nitrico
concentrado como solucdo absorvedora. Foram adicionados ao papel que

®BARIN, J. S., Dissertacdo de Mestrado, PPGCTF, UFSM, Santa Maria/RS, 2003.
® FLORES, E. M. M. et al., Anal. Chem. 76 (2004) 3525-3529.
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envolvia a amostra 50 ul de solugéo de nitrato de aménio 6 mol I'*, como iniciador
do processo de combustdo. Apés fechamento hermético dos frascos, estes foram
posicionados no rotor e pressurizados com oxigénio (15 bar por 2 min cada). Para
a etapa de combustdo foram selecionados os seguintes parametros: 1400 W de
poténcia por 20 s. O inicio da combustdo ocorreu, em geral, apés 3 s de
irradiacdo. O carbono residual, para uma amostra de 250 mg foi cerca de 1,3%.
Quando uma etapa adicional de refluxo (8 min) foi realizada apdés combustéo, este
valor diminuia para 0,4%. Cerca de 99% do acido permanece apés a combustéo,
indicando que o &cido nitrico ndo foi o principal agente da decomposi¢cdo. Os
resultados na determinacdo de Cd e Cu, nas amostras, foram concordantes com
os valores certificados. Os autores mencionaram que 0 procedimento proposto
era mais rapido do que a digestdo das amostras pelo sistema convencional
(utilizando um forno de microondas com frascos de quartzo e sistema fechado),
consumindo menos reagente e reduzindo o tempo total da etapa de
decomposicdo. Ainda, o suporte de quartzo utilizado é facilmente adaptavel aos
frascos do sistema convencional, demonstrando que este procedimento pode ser
facilmente aplicado em andlises de rotina.

Estudos relacionando a eficiéncia de queima com o modelo de suporte
utilizado foram feitos por Mesko’? para a determinacdo de Cu e Zn em amostras
bioldgicas por F AAS. No procedimento de decomposicao foi empregado um forno
de microondas comercial equipado com frascos de quartzo. Um suporte de
guartzo era suspenso na parte superior do frasco de digestao servindo, também,
para protecdo da tampa do frasco que era de PTFE. Também, foram avaliadas
diferentes solucdes absorvedoras e foi avaliado o emprego da etapa de refluxo
posterior ao processo de combustdo para a determinacdo de Cu e Zn em
amostras de figado bovino, leite em p6 e tecido de ostra por F AAS. Massas de
amostra de até 500 mg foram empregadas e 4cido nitrico concentrado, solu¢des
de Aacido nitrico 2 e 4 mol I* e agua destilada/deionizada foram usados como
solucbes absorvedoras. Para a determinacdo de Zn, agua destilada pode ser
empregada como solugcdo absorvedora, sem a necessidade de uma etapa
adicional de refluxo. Ja para a determinagéo de Cu, uma solucdo de acido nitrico

4 mol I'* foi empregada, ao invés de acido nitrico concentrado, desde que se

2 MESKO, M. F., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2004.
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efetue uma etapa de refluxo (5 min) apés a etapa de combustédo. Os resultados
obtidos foram concordantes, se comparados com o0 sistema convencional de
decomposicdo de amostras utilizando forno de microondas com sistema
fechado.”

Moraes et al.,’®

em 2007, fizeram um trabalho para a decomposicdo de
elastbmeros em sistema fechado por combust&o iniciada por microondas. Massas
de amostra de até 450 mg podiam ser decompostas. Como auxiliar da
combustéo, foram empregados 50 pl de solucéo de nitrato de aménio 6 mol I e,
como solucdo absorvedora, 6 ml de HNO3; concentrado. Apds a decomposicdo
das amostras foram determinados Al, Fe, Mn, Sr e Zn por espectrometria de
emissao otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

Recentemente, trabalhos sobre a decomposicdo em sistema fechado por
combustdo iniciada por microondas tém sido publicados, mostrando sua
aplicabilidade para amostras que nao sdo facilmente decompostas por técnicas

convencionais.”°

2.5. Utilizac&o de tubos aquecidos para determinacé  es por F AAS

O atomizador mais comumente empregado em espectrometria de absorcao
atbmica é a chama, devido ao baixo custo relativo, robustez e por apresentar, de
um modo geral, menos problemas associados a interferéncias com relacdo as
demais técnicas envolvendo espectrometria de absorcdo atdmica (AAS).'%® A
desvantagem da F AAS, se comparada as outras técnicas de espectrometria de
absorcdo atdbmica, € a sua baixa sensibilidade. Isto se deve a diluicdo da nuvem
atdbmica pelos gases que compdem a chama, causando dispersdo dos atomos na
regido do feixe Optico, além da baixa eficiéncia do processo de nebulizacao

"BARIN, J. S., FLORES, E. M. M., KNAPP, G., Nova Science Publishers, Hauppauge, 2006.
*“FLORES, E. M. M. et al., Spectrochim. Acta Part B (in press), doi:10.1016/j.sab.2007.04.018.
" MESKO, M. F. et al., Microchem. J. 82 (2006) 183-188.

® MORAES, D. P. et al., Spectrochim. Acta Part B (in press), doi:10.1016/j.sab.2007.03.011.
1% WELZ, B., SPERLING, M., Weinheim: Wiley-VHC, 1999. 941p.
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pneumatica da amostra liquida.”* Desta forma, a aplicacdo da F AAS tem sido
restrita para a determinacdo de elementos em concentragdes relativamente
elevadas e sistemas baseados em fornos de grafite tém sido usado quando séo
necessarios melhores limites de deteccdo e maior sensibilidade.'®*® Sob este
aspecto, um sistema de introdu¢cdo de amostra que seja de facil manuseio,
versatil e que ofereca a possibilidade de se atingir baixos limites de detecgéo é
sempre preferido.

Em funcdo da F AAS ser uma técnica amplamente disponivel, alguns
esforcos no sentido de melhorar os limites deteccdo tem sido desenvolvidos.”
Vérios estudos sobre a disposicdo de um tubo aquecido sobre a chama vem
demonstrando ser uma boa alternativa, a fim de melhorar a sensibilidade desta
técnica. Robinson®®, em 1962, foi o primeiro a utilizar um tubo sobre a chama. Ele
usou um tubo de quartzo com o objetivo de concentrar os analitos no feixe optico,
obtendo melhora no LD em torno de 10 vezes para Pt.

Delves®® apresentou, em 1970, um sistema para a determinacdo de
elementos de interesse toxicoldégico e ambiental, em sangue. Este sistema era
constituido, basicamente, de um copo de niquel (Delves cup), através do qual a
amostra era introduzida diretamente na chama. Com o propésito de aumentar a
sensibilidade do método, um tubo de niquel (de 100 mm de comprimento e 12,5
mm de diametro externo) foi disposto sobre o queimador. O tubo aumentava a
densidade atdémica do analito no feixe optico durante a determinacdo e o copo
permitiu a introducdo da amostra, sendo este levado até a chama sem a
necessidade de utilizagdo do sistema de nebulizacdo pneumatico.

No estudo de Delves,*® amostras de sangue (10 ul) foram colocadas no
copo e previamente aquecidas a 140 € por 30 s, sen do entdo adicionados 20 pl
de peréxido de hidrogénio. A mistura foi aquecida até a secura e entdo
posicionada na chama do espectrdmetro para determinacdo de Pb. A técnica

apresentou massa caracteristica (mg) de 0,1 ng e RSD de 5,7 a 15,3% (Figura 1).

' BERNDT, H., DAVIES, J., Anal. Chim. Acta 479 (2003) 215-223.

*® GASPAR, A; SZELES, E; BERNDT, H., Anal. Bioanal. Chem. 372 (2002) 136-140.
%8 DELVES, H. T., Analyst 95 (1970) 431-438.

" MATUSIEWICZ, H., Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1711-1736.

% ROBINSON, J. W., Anal. Chim. Acta 27 (1962) 465-469.
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.— tubo para atomizagao
Copo para posicionamento da amostra

QO I

Figura 1. Sistema “copo de Delves” (adaptado da ref. 36).

Em 1977, Watling'® foi o primeiro a utilizar um tubo de quartzo com fenda
para o aprisionamento de atomos. O tubo foi aquecido na chama de um
espectrometro de absorcdo atdmica. O sistema foi denominado de slotted-tube
atom trap (STAT) e possuia duas fendas: uma fenda de entrada, por onde os
gases da chama e a amostra nebulizada entravam, e uma fenda de saida,
posicionada a um angulo de 120° em relacdo a primeira (Figura 2). Com este
sistema foram determinados Ag, As, Bi, Cd, Sb, Se e Sn, melhorando os LDs em
um fator de 2 a 5 vezes. O tubo de quartzo proposto por Watling’®® foi utilizado
por outros pesquisadores e algumas modificacbes foram propostas para o

aprimoramento do sistema.?®®°

*® BURNS, D. T. et al., Fresenius Z. Anal. Chem. 331 (1988) 814-817.

% DELVES, H. T., Analyst 95 (1970) 431-438.

% AU, C., HELDER, A., STEPHENS, Can. J. Spectrosc. 21 (1976) 100-104.
1% WATLING, R. J., Water SA 3 (1977) 218-220.
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tubo de quartzo

feixe Gptico /

~ =

amostra

Figura 2. Sistema “slotted-tube atom trap” (adaptado da ref. 71).

Gaspar e Berndt,'’” em 2000, introduziram o sistema denominado beam
injection flame furnace atomic absorption spectrometry (BIFF-AAS). O sistema
consiste no emprego de uma bomba de cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(HPLC) para transportar as amostras liquidas sob alta pressdo até um tubo
aguecido posicionado sobre a chama de um espectrdmetro de F AAS. Dessa
forma, é substituida a nebulizacdo pneumatica do sistema convencional e a
densidade atémica no feixe Optico &€ também ampliada em fungdo da maior
concentracdo dos analitos no tubo posicionado na chama do espectrébmetro
(Figura 3).

Y BERNDT, H., GASPAR, A., Anal. Chem. 72 (2000) 240-246.
" MATUSIEWICZ, H., Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1711-1736.
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tubo para atomizagdo—»

capilar polimérico
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/

Figura 3. Sistema BIFF-AAS (adaptado da ref. 17).

No sistema de BIFF-AAS, as amostras bombeadas (aproximadamente 50
pl) passam por um capilar polimérico de 50 um de diametro interno, distante 10
cm do tubo de atomizac&do. Um jato da amostra liquida é formado, sendo que este
se choca com a parede interna do tubo, onde ocorrem o0s processos de
vaporizacao/nebulizacdo e atomizacdo. Em comparacdo a técnica convencional
de F AAS, melhores LDs foram obtidos na determinacéo de 17 elementos.’

O sistema de nebulizacdo por thermospray foi desenvolvido, inicialmente,
como ferramenta para acoplar um equipamento de cromatografia a liquido com
um equipamento de espectrometria de massa (LC-MS). Também foi usado em
equipamentos de ICP OES e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS).*® Como o thermospray mostrou-se uma boa alternativa aos
sistemas convencionais de introducdo de amostra, Berndt,*® propés um outro
sistema conhecido como TS-FF-AAS (thermospray flame furnace atomic

absorption spectrometry) mostrada na Figura 4.%°

18 BERNDT, H., DAVIES, J., Anal. Chim. Acta 479 (2003) 215-223.

" BERNDT, H., GASPAR, A., Anal. Chem. 72 (2000) 240-246.

18 BERNDT, H., GASPAR, A., Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 587-597.

% KOROPCHAK, J. A., VEBER, M., Crit. Rev. Anal. Chem. 23 (1992) 113-141.
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Figura 4. Sistema TS-FF-AAS (adaptado da ref. 16)

Nesta técnica, um capilar de ceramica com diametro interno de 50 um e
comprimento de 15 cm € introduzido em um tubo posicionado sobre a chama do
espectrometro. Volumes discretos de amostra (aproximadamente 10 ul) séo
introduzidos para a obtengédo de um sinal transiente. Os autores verificaram que o
aerossol térmico é formado ja na extremidade do capilar de ceramica (aquecido
através do contato com o tubo de atomizacéo). Para Cd, Cu, Hg, Pb e Tl, o LD foi
entre 14 e 67 vezes melhor, em comparacéo a F AAS convencional.'®*®

Uma das vantagens da TS-FF-AAS consiste no fato deste dispositivo de
possibilitar a introducdo de 100% da amostra no atomizador. Além disso, requer
menores volumes de amostra em relacdo a F AAS convencional. Este sistema
agrega, ainda, a vantagem de proporcionar simplicidade e baixo custo, podendo
ser util em analises de rotina. Varios trabalhos foram feitos com esse sistema para

diferentes tipos de amostras.?!48:>48081.93.115

' BERNDT, H., DAVIES, J., Anal. Chim. Acta 479 (2003) 215-223.

18 BERNDT, H., GASPAR, A., Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 587-597.

21 BRANCALION, M. L., Dissertacdo de Mestrado, UNICAMP, Campinas/SP, 2006.

8 GONZALEZ, E., AHUMADA, R., MEDINA, V., Quim. Nova 27 (2004) 873-877.

> IVANOVA, E., BERNDT, H., PULVERMACHER, E., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1507-1509.
8 NASCENTES, C. C. et al., Talanta 64 (2004) 912-917.

8 NASCENTES, C. C. et al., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 749-753.

% PEREIRA, M. G. et al., Spectrochlm Acta Part B 59 (2004) 515-521.

115 7HANG, X. et al., Microchem. J. 66 (2000) 17-53.
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2.6. Preparo de amostras para espectrometria de abs or¢do atdbmica com
amostragem de solidos (SS-AAS)

A minimizacdo ou auséncia da etapa de decomposicdo da amostra é uma
das principais vantagens da analise de sélidos, em vista das dificuldades
relacionadas a esta etapa que podem levar a erros, geralmente sistematicos.
Porém, na analise de amostras solidas também s&o necesséarios alguns
procedimentos de pré-tratamento, dependendo da amostra. Estes tratamentos
geralmente s&o fisicos, tais como: secagem, cominuicdo, peneiramento e
pesagem.®® Fluidos bioldgicos, também podem ser analisados por SS-AAS
transformando-os em solidos por liofilizacdo ou secagem, (p.ex.).®

A liofilizacdo € um dos processos mais utilizados para a preservacdo de
amostras bioldgicas, sendo empregada principalmente, em laboratérios clinicos.
Este processo € definido como um processo de estabilizagdo no qual a amostra,
inicialmente é congelada, e a fase liquida (geralmente agua) € reduzida por
sublimacéo e dessorcdo até niveis que inibam reacbes quimicas ou atividades
biolégicas na amostra.>® Através da remocdo da Agua, ocorre uma reducéo de
volume inicial da amostra tendo, conseqientemente, um efeito de concentracao
dos analitos. A liofilizagdo pode ser otimizada, em funcao de algumas condicdes
de operac&o, tais como: temperatura, pH e tempo de operacéo.®®

A diminuicdo do diametro das particulas através do processo de moagem
tem por objetivo melhorar a homogeneidade da amostra.®® Dois procedimentos
para analise por SS-AAS sdo, geralmente, empregados: a amostragem direta de
sélidos e a andlise de suspensdes. A amostragem direta de solidos foi
primeiramente empregada, utilizando um sistema de atomizacdo comercial, em
1971. A andlise de suspensfes alia as vantagens da andlise por sélidos com a
possibilidade de utilizagdo do sistema convencional de introdugdo de amostras

liguidas. Os problemas associados ao desenvolvimento de atomizadores para

2 HAN. Y. et al., Criobiology 51 (2005) 152-164.

®' KURFURST, U., Solid sample analysis, Berlin: Springer, 1998. 423p.

® LANGMYHR, F. J., Fresenius Z. Anal. Chem. 322 (1985) 654-656.

® LUQUE DE CASTRO, M. D., SILVA, M. P.,Trends Anal. Chem. 16 (1997) 16-24.
® MAGALHAES, C. E. C., ARRUDA, M. A. Z., Quim. Nova 21 (1998) 459-466.
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amostragem direta de solidos, a heterogeneidade das amostras, a ndo uniforme
distribuicdo dos analitos e o elevado sinal de fundo verificado naquela época,
fizeram com que, a partir de 1974, os estudos fossem direcionados para analise
de suspensdes. Nestes estudos, uma massa de material relativamente elevada
pode ser utilizada, sendo a necessidade de se manter a suspensao homogénea e
estavel durante a analise o maior desafio neste procedimento.**’

Por outro lado, a analise de suspensbes pode oferecer algumas
desvantagens que ndo ocorrem empregando a amostragem direta de solidos,

como os problemas associados a sedimentacdo do material de andlise e a
distribuicdo do analito entre as duas fases.!**

2.7. Incertezas nas determinacdes por SS-AAS

Varios fatores sdo responsaveis pela variacdo dos resultados, como:
pesagem inadequada, condicbes de trabalho, variacdo no posicionamento da
amostra no interior do sistema de atomizacéo, efeito da matriz da amostra.'® No
entanto, a imprecisdo ocorre, segundo Belarra et al.*?, principalmente devido aos
problemas de homogeneidade da amostra, sendo mais critica em procedimentos
que utilizam massas pequenas de amostra (0,5 a 2 mg), a ponto de tornar
irrelevante a influéncia dos demais fatores citados anteriormente.

A incerteza dos resultados obtidos € uma das principais limitacdes da
SS-AAS. Isto pode ser verificado, principalmente, pela baixa precisdo dos

27 113

resultados, apresentando tipicamente, valores de RSD em torno de 10%“',” e

dependendo das caracteristicas da amostra, as variacées podem chegar a 30%°

2 BELARRA, M. A. et al., Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

? CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Braz. Chem. Soc. 1 (1990) 66-71.
® ANGMYHR, F. J., Analyst 104 (1979) 993-1015.

1% VALE, M. G. R. et al., Appl. Spect. Reviews 41 (2006) 377-400.

195 \VANHAECKE, F. et al., Anal. Chem. 72 (2000) 4310-4316.

7 WELZ, B., Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 2081-2094.

13 ZEISLER, R., Fresenius J. Anal. Chem. 360 (1998) 376-379.
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ou até mesmo 40%.*?

Além disso, nem sempre estes problemas sdo solucionados pela
diminuicdo do diametro das particulas (cominuicdo). Entretanto, o aumento do
numero de replicatas pode ajudar a reduzir estas incertezas. Estudos descrevem
que, para algumas amostras, 0 aumento no nimero de replicatas de 20 para 60
pode reduzir pela metade os valores de RSD.*? Contudo, cabe ressaltar que a
SS-AAS ndo permite a avaliacdo de repetibilidade do mesmo modo que para
solugcbes, pois a cada determinacdo, deve-se fazer uma nova pesagem de

amostra.

2.8. Calibracéo

A calibracdo com solucdes de referéncia seria o0 procedimento mais
adequado da SS-AAS para analise de solidos e suspensdes, devido a maior
homogeneidade, facilidade de aquisicéo e preparo.

Porém, a principal dificuldade se encontra na selecdo de uma técnica de
calibragdo adequada, uma vez que, 0S processos de vaporizagcdo e atomizacao
dos analitos podem ser diferentes a partir da amostra sélida e das solu¢cdes de
referéncia, devido a influéncia da matriz da amostra sobre o sinal de absorcéo
atémica.®>® Desta forma, o sinal de absorcdo atémica em &rea de pico ao invés
de altura é recomendado para compensar variacbes no perfil do sinal de
absorbancia em funcao das caracteristicas da matriz.®*%31%

Também, pode-se fazer a calibracdo com a técnica de adicdo de analito
que, baseia-se na adicdo de diferentes concentracfes da solucéo de referéncia
sobre massas iguais da amostra em analise. Além disso, pode se fazer a adi¢éo

da solugéo de referéncia em diferentes massas de amostras ou a variagcao de

"' BELARRA, M. A., RESANO, M., CASTILLO, J. R., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 489-494.
2 BELARRA, M. A. et al., Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

®1 KURFURST, U., Berlin: Springer, 1998. 423p.

® LANGMYHR, F. J., Analyst 104 (1979) 993-1015.

8 NOWKA, R., MULLER, H., Fresenius J. Anal. Chem. 359 (1997) 123-137.

1% VANHAECKE, F. et al., Anal. Chem. 72 (2000) 4310-4316.
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ambos.”™ Porém, a calibracdo por adicdo de analito é geralmente demorada,
apresentando uma baixa precisdo dos resultados.

Outra maneira de calibracdo para amostras soélidas é usando materiais
sélidos certificados. Estes materiais deveriam possuir, idealmente, a composicao
e concentracbes de analitos similares ao material em anélise.*>**'%® porém, seu
custo ainda é relativamente elevado, o que torna a calibragdo, usando estes
materiais, pouco viavel.®

Quando nao é possivel adquirir um material solido certificado, pode-se
fazer um material sélido sintético, como p.ex. a grafite ou a silica.**%*® porém,
problemas com contaminacbes e heterogeneidade destes materiais podem

ocorrer.”®

2.9. Sistemas de atomizacdo em chama para andlise d e amostras solidas por

espectrometria de absorcao atbmica

Os primeiros trabalhos desenvolvidos em espectrometria de absorgéo
atbmica com chama para analise de amostras sélidas (SS-F AAS) foram
propostos com o intuito de vaporizar separadamente a amostra para que,
somente 0s gases, vapores ou aerossois fossem atomizados nos sistemas de
GF AAS e F AAS. Em 1959, L'vov® desenvolveu um atomizador chamado de
“graphite cuvette”. O sistema consistia na aplicacdo de uma corrente continua
sobre um eletrodo de grafite contendo a amostra, vaporizando-a para entao ser
atomizada em um sistema de GF AAS. Mais tarde, em 1969, um eletrodo de

grafite contendo a amostra, foi posicionado sob um queimador de Meker para

¥ BENDICHO, C., LOOS-VOLLEBREGT, M. T. C., J. Anal. At. Spectrom. 6 (1991) 353-373.
> BERGLUND, M., BAXTER, D. C., Spectrochim. Acta 47 (1992) 1567-1586.

> FLORIAN, K. et al., Microchem. J. 54 (1996) 375-383.

®! KURFURST, U., Berlin: Springer, 1998. 423p.

®2 | 'vOV, B. V., Talanta 23 (1976) 109-118.

® LANGMYHR, F. J., Analyst 104 (1979) 993-1015.

8 NOWKA, R., MULLER, H., Fresenius J. Anal. Chem. 359 (1997) 123-137.

1% WELZ, B., SPERLING, M., Weinheim: Wiley-VHC, 1999. 941p.
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andlise por F AAS, onde a amostra, vaporizada, era imediatamente atomizada
pela chama, sendo o sistema chamado de “furnace-in-flame atomizer”. Ambas as
técnicas foram primeiramente aplicadas para microanalise de residuo seco de
amostras liquidas e, apos, modificacbes foram propostas para andlise de
suspensoes.

Kashiki e Oshima®’ propuseram, em 1970, a determinacéo de cobalto e
molibdénio em catalisadores a base de alumina. Este trabalho foi feito
introduzindo as amostras na forma de suspensdo no nebulizador pneumatico do
equipamento de absorcdo atbmica com chama. O material de analise foi
macerado, peneirado e uma suspensao com metanol foi preparada, a qual foi
mantida sob agitacdo com o auxilio de um vibrador eletromagnético enquanto era
nebulizada. O método mostrou-se adequado para analise de catalisadores a base
de alumina e os LDs foram de 6 e 12 mg | para Co e Mo, respectivamente. A
concordancia entre os valores certificados e determinados foi entre 92 e 99%.

A introducdo de amostras solidas na chama, diretamente no fluxo de gas
do queimador, foi proposta por Coudert e Vergnaud® para a determinacéo de
paladio em catalisadores. O material de andlise foi misturado com carbonato de
calcio de alta pureza, numa propor¢cdo de 1:100, e depois a mistura era
introduzida na base do queimador por meio de uma haste, controlada por um
motor elétrico, sendo levada a chama pela corrente de gas.

Um sistema denominado “iron screw rod technique”, foi desenvolvido por
Govindaraju et al.,>® em 1971, e foi aplicado para determinacdo de rubidio em
rochas. Em estudo posterior, com este mesmo sistema, foi feita a determinacéo
de rubidio, litio e césio em rocha. Neste estudo, uma haste de ferro de 3 mm de
diametro foi impregnada com particulas da amostra, e, dependendo das
propriedades fisicas, a quantidade de amostra depositada na haste variava de 45
a 80 mg. Com uma alavanca manual, a haste de ferro foi depositada entre o
sistema de atomizacdo (chama ar e acetileno) e o feixe Optico de um

espectrometro de absorcdo atdomica. Para evitar interferéncias por ionizacdo na

% COUDERT, M. A., VERGNAUD, J. M., Anal. Chem. 42 (1970) 1303-1304.
*® GOVINDARAJU, K., MEVELLE, G., CHOUARD, C., At. Absorp. Newsl. 8 (1971) 131-137.
" KASHIKI, M., OSHIMA, S., Anal. Chim. Acta 51 (1970) 387-392.
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chama, na determinacgéo de rubidio, césio e litio foi adicionado carbonato de sédio
ou cloreto de sédio.*

Kantor et al.,*® utilizaram um sistema de ablacdo a laser para vaporizagéo
de amostras solidas, associado ao sistema de atomizagdo convencional da
técnica de F AAS para a determinacdo de metais. Foi aplicado um laser de
neodimio, itrio e aluminio (do inglés: neodymium-doped yttrium aluminium garnet,
Nd:YAIG) sobre a amostra, e o vapor gerado foi recolhido numa camara de vidro.
Apols, estes vapores foram direcionados da camara de nebulizacdo até o
atomizador. Determinaram Fe em ligas de niquel, obtendo um RSD de 7%. A
técnica também foi aplicada para a determinacdo do Na, Fe, Cd, Cu e Zn em
solucdes, sendo obtido LDs de 80 mg kg™ para Na, 100 mg kg™ para Cd e Zn e
400 mg kg™ para Cu.

Posteriormente, Kantor et al.,*

aplicaram a nebulizacdo térmica para
vaporizar amostras de Cu utilizadas na fabricacdo de dispositivos eletronicos. O
sistema compreendia a vaporizacdo da amostra empregando um arco elétrico
entre eletrodos de grafite e foram determinados Cd, Pb e Zn por SS-F AAS. Neste
trabalho, houve uma melhora em torno de duas ordens de magnitude no limite de
deteccdo em relacdo a F AAS convencional.

Berndt,™ utilizou lampadas de radiacdo no infravermelho (150 W) para
vaporizacdo da amostra para a determinacdo de elementos volateis. Amostras
biologicas, até 10 mg, foram posicionadas numa plataforma de grafite e os
vapores formados foram carregados até o sistema de nebulizacdo do
espectrometro com auxilio de um fluxo de ar. Na determinagdo de chumbo em
amostras biologicas, foi obtido um limite de deteccdo de 20 ng e RSD de 3%

(Figura 5).

Y BERNDT, H., Spectrochim. Acta Part B 39 (1984) 1121-1128.
9 GOVINDARAJU, K., et al., At. Absorp. Newsl. 4 (1973) 73-76.
> KANTOR, T. et al., Anal. Chim. Acta 102 (1978) 15-23.

*® KANTOR, T. et al., Talanta 23 (1976) 585-586.
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Figura 5. Sistema para SS-F AAS utilizando lampadas de radia¢do no infravermelho para

a vaporizacado de amostras sélidas (adaptado da ref. 19)

Mais tarde, este sistema foi usado, com algumas adaptacbes, para a
determinacdo de Pb, Cd, Zn e Cu em amostras biologicas. Trés lampadas de
infravermelho foram focalizadas sobre uma plataforma de grafite que continha a
amostra. Através de um fluxo de ar, a amostra foi carregada até o sistema de
nebulizacdo pneumatica do espectrometro. Aliquotas de 0,1 a 10 mg de amostra
puderam ser introduzidas no sistema. Assim, a sensibilidade obtida melhorou em
cerca de uma ordem de grandeza, em comparacdo a F AAS convencional.?’

Com relacao ao trabalho anterior, foi obtida maior sensibilidade quando, no
mesmo sistema, houve a substituicdo do nebulizador pneumatico pela introducao
direta da amostra em um tubo de niquel e/ou quartzo posicionado sobre o
queimador, aquecido eletricamente ou pela chama do espectrémetro (Figura 6).
Um estudo da vazéo de ar também foi feita e, segundo os autores, um aumento
na vazdo do gas de carregamento aumentava a eficiéncia na combustdo das
amostras, mas diminuia a temperatura do tubo de atomizacgdo e diluia a nuvem

atémica, prejudicando a sensibilidade do método.?®

9 BERNDT, H., Spectrochim. Acta Part B 39 (1984) 1121-1128.
" CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Braz. Chem. Soc. 1 (1990) 66-71.
8 CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
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Figura 6. Sistema para SS-F AAS utilizando lampadas de radia¢do no infravermelho para
a vaporizacdo das amostras e atomizacdo em cela posicionada na chama do

gueimador (adaptado da ref. 28).

A massa de amostra utilizada neste sistema foi de 0,1 a 2 mg, obtendo-se
massas caracteristicas de 260, 6, 450, 650, 350, 360 e 33 pg para Bi, Cd, Cu, Hg,
Pb, Tl e Zn, respectivamente. Os valores de sinal de fundo, em altura de pico,
foram de 0,06 para Cd e 0,075 para Pb, para a combustédo de 0,7 e 0,5 mg de
tecido vegetal, respectivamente.?®

Magalhaes et al.”

utilizaram 3 lampadas de infravermelho (150 W cada)
para vaporizar amostras secas e moidas (2 a 60 mg), que foram colocadas em
um sistema de quartzo para determinacdo de mercurio em sedimento de rio. Apés
a incidéncia da radiacao infravermelha, um fluxo de ar carregou os vapores, que
foram direcionados a uma pré-coluna de amalgamacao, posicionada antes do
sistema de deteccdo. Para reter interferentes da matriz da amostra foi utilizada
uma pré-coluna de vidro, preenchida com alumina, silica e 6xido cuprico. O
mercurio amalgamado, apds dessorcao térmica, foi carregado até o sistema de

deteccdo. O LD foi de 0,26 ng e o RSD foi de 7% para 4 mg de amostra.

*® CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
"® MAGALHAES, C. E. C. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 1231-1234.
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Diferentes dispositivos para vaporizagdo de amostras solidas, direta ou
indiretamente no sistema de atomizagao por F AAS foram usados por Bezur e
Varga.?’ Os sistemas de vaporizacdo eram compostos por um copo ou tubo de
grafite ou quartzo, com controle de temperatura por radiacdo infravermelho,
podendo ser exposto a atmosfera de gases como, p.ex. ar e acetileno ou
atmosfera inerte. Quando associado diretamente na chama do espectrometro, foi
denominado de direct thermo-AAS e caracterizava-se por ndao haver interface
entre 0 sistema de vaporizacdo e atomizacdo da amostra. Quando associado
indiretamente, o sistema foi designado de indirect thermo-AAS. Neste caso, a
interface entre o sistema de vaporizacdo e atomizagcdo estava a temperatura
ambiente e os vapores condensados, na forma de um aerossol seco, foram
transferidos até a camara de nebulizacdo e, apods, para a chama do
espectrometro. O copo ou tubo de ambos os sistemas eram aquecidos
eletricamente, por meio de eletrodos de grafite, e possuiam um sistema de
resfriamento com agua. O comportamento térmico do Cd em compostos como
cloreto, nitrato, carbonato e sulfato foi avaliado. No sistema indirect thermo-AAS
foi encontrada uma sensibilidade 20 vezes inferior aquela apresentada pelo
sistema anterior. Esta menor sensibilidade foi atribuida a perda do analito durante
o0 transporte dos vapores da amostra ou a diluicdo destes pelo gas de arraste.

Alvarado e Jaffé 3, em 1998, descreveram um método usando um tubo de
grafite movel posicionado sobre a chama ar e acetileno, como sistema de
atomizacgéo, para a determinacdo de chumbo em amostras de sedimento. Este
sistema foi aplicado inicialmente a andlise das amostras solidas apos
decomposicdo acida, encontrando uma sensibilidade 40 vezes maior em relacao
a F AAS convencional. Devido a dificuldade encontrada para decompor
completamente estas amostras, autores, em um outro trabalho, utilizaram este
sistema para a analise de suspensdes. A amostra, em suspensdao, era colocada
por uma das extremidades do tubo que era posicionado na chama de ar e
acetileno. A chama mais rica em combustivel proporcionou melhores resultados
em termos de sensibilidade e reprodutibilidade. Os autores atribuiram este fato,

nao somente a um incremento em temperatura, mas também devido a parte da

® ALVARADO, J., JAFFE, R., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1297-1300.
?2 BEZUR, L., VARGA, J., Microchem. J. 51 (1995) 319-330.
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chama entrar pelas extremidades do tubo, proporcionando um ambiente de
atomizacdo mais favoravel. Os resultados apresentaram valores de RSD que
variaram de 8,5 a 13%.*

Em 2001, Flores et al.** propuseram um dispositivo para introducdo de
amostras solidas em um espectrometro de F AAS. Amostras de figado bovino,
0,05 a 1 mg, foram pesadas em um recipiente de polietileno e transferidas para
uma camara de vidro. A amostra foi carregada com um fluxo de ar até uma cela
de quartzo com uma fenda na parte superior, posicionada na chama do
queimador, logo abaixo do feixe Optico. Assim, a vaporizacdo e a atomizagédo do
analito ocorrem na chama. A massa caracteristica foi de 1,5 ng para Cu e RSD de
aproximadamente 5% foi obtido nas determinacdes. O mesmo dispositivo foi
utilizado para determinar Cd em amostras biolégicas e sedimentos.** Amostras
bioldgicas de até 2 mg foram usadas e a massa caracteristica obtida foi de 0,29
ng e RSD entre 3,8 e 6,7%, sendo que os valores estavam de acordo com 0s
obtidos pela analise das amostras digeridas por GF AAS. Para as amostras de
sedimentos, até 1,5 mg puderam ser introduzidas no sistema e a massa
caracteristica obtida foi de 0,2 ng. A concordancia com valores de CRM ou com
os valores obtidos por GF AAS, foi de 97 a 103 %.

Com o intuito de usar maiores massas de amostras, este sistema foi
modificado (Figura 7). O sistema proposto foi confeccionado em quartzo e dois
procedimentos de introducéo das amostras foram investigados: o encapsulamento
das amostras em papel e a producdo de comprimidos das amostras utilizando
agar como aglutinante. Foram feitas determina¢gfes de cddmio em amostras
bioldgicas e os valores foram comparados aos obtidos por GF AAS. Os melhores
resultados foram obtidos com amostras na forma de comprimidos com agar,
permitindo a introducdo de até 21 mg de amostra no sistema. O LQ foi de
37 ng g para os comprimidos e 750 ng g™ para capsulas. A massa caracteristica
foi de 0,34 e 0,19 ng para os procedimentos de encapsulamento com papel e

comprimidos de amostra com agar, respectivamente.!*?

* ALVARADO, J., JAFFE, R., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 37-40.

¥ COSTA, A. B. et al., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 583-588.

%2 COSTA, A. B., Tese de Doutorado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2004.
““FLORES, E. M. M. et al., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1875-1882.
L FLORES, E. M. M. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 2187-193.
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Figura 7. Sistema para SS-F AAS utilizando encapsulamento da amostra em papel ou
comprimidos de amostra com &agar, com vaporizacdo e atomizacdo na chama

do queimador (adaptado da ref. 32).

Em 2004, Flores et al.,** determinaram cobre em plantas medicinais,
usando o sistema anterior. Amostras entre 0,05 e 1,5 mg foram pesadas e
introduzidas na cela de quartzo. A calibracdo foi feita usando material certificado
de amostras vegetais. A massa caracteristica encontrada foi de 0,8 ng de Cu e o
LD foi de 1,2 ng. Os resultados foram concordantes comparados com
determinacao por F AAS convencional fazendo a digestdo das amostras.

Saidelles®® determinou Cd, Cu e Pb em plantas medicinais por SS-F AAS,
utilizando o sistema proposto por Costa®* As amostras foram misturadas com
grafite, prensadas na forma de comprimidos e, apés, colocadas no sistema de
introducdo de amostras sdlidas no atomizador (com chama ar e acetileno).
Oxigénio foi utilizado como auxiliar de combustdo e a calibracdo foi realizada
através da queima de comprimidos de grafite com adicdo de solucdo de
referéncia (para Cd e Cu) ou através da queima de comprimidos de grafite com
CRM solido (para Pb). Foi possivel o emprego de até 25 mg de amostra na

%2 COSTA, A. B., Tese de Doutorado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2004.
*“ FLORES, E. M. M. et al., Microchem. J. 77 (2004) 113-118.
% SAIDELLES, A. P. F., Tese de Doutorado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2005.
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producdo dos comprimidos utilizados no sistema, resultando em um LQ de 0,03,
0,52 e 0,34 ug g* e massas caracteristicas de 0,05, 0,9 e 1 ng para cadmio, cobre
e chumbo, respectivamente.

Em 2007, Bartz® propds um sistema para anélise de amostras sélidas por
espectrometria de absorcdo atdbmica com tubo aquecido na chama, apos
combustéo iniciada por microondas (MIC-FF-AAS). Determinou cadmio e chumbo
em amostras de vegetais. As amostras, na forma de comprimidos, foram
colocadas sobre um papel de filtro posicionado em um suporte de quartzo. O
suporte foi colocado no interior de uma camara de vidro adaptada no interior de
um forno de microondas. O forno de microondas foi modificado para possibilitar a
entrada de oxigénio e a saida dos produtos da combustdo. Uma solucdo de
NH4NO3; 50% (m/v) foi empregada como iniciador de combustéo e O, foi utilizado
para a combustdo e para o transporte dos vapores formados até o sistema de
atomizacao. A atomizacao foi feita em um tubo metalico posicionado na chama de
um espectrometro de absorcdo atomica (Figura 8). O sistema permitiu a
introducdo de até 60 mg de amostra e LD de 2,7 e 240 ng g™, para Cd e Pb,
respectivamente, aumentando, assim, o potencial de aplicacdo da técnica de AAS

para diversas amostras de natureza organica.

feixe optico — — — -— =

queimador vidro
= PTFE-PFA
— guartzo

— igUel
oxigénio

[ ]

forno de microondas

Figura 8. Sistema para andlise de amostras sélidas por espectrometria de absorcéo
atdbmica com tubo aquecido na chama ap6s combustao iniciada por microondas
(adaptado da ref. 9).

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacéo

Para a etapa de combustdo das amostras, foi utilizado um forno de
microondas doméstico Panasonic® (modelo NN-S52 B, www.panasonic.com.br,
Brasil) com frequéncia de operagédo de 2450 MHz, consumo de energia de 1450
W, poténcia util de 900 W e capacidade para 28 |I.

Para a remocao da agua do sangue foi utilizado um liofilizador (Terroni
Fauvel — LH 2000/3, Brasil) e uma estufa (Nova Etica - 400/2ND,
http://www.novaetica.com.br, Brasil). Para a pesagem da amostra para posterior
confecgdo dos comprimidos de sangue liofilizado foi utilizada uma balancga eletro-
mecanica (Sartorius-M2P, www.sartorius.com, Alemanha), com resolucéo de 1 pg
e tara maxima de 2 g e uma prensa de aco (Specac - Hydraulic Press 15 Ton,
Inglaterra).

As determinacdes de Cd e Pb nas amostras soélidas foram feitas em um
espectrometro de absorcdo atdémica Varian® (modelo SpectrAA 600,
www.varianinc.com, Australia) equipado com queimador convencional (fenda de
10 cm de comprimento) para chama de ar e acetileno (acetileno comercial, min.
99,5% de pureza, White Martins, Brasil). Lampadas de catodo oco foram
empregadas como fonte de radiacdo e uma lampada de deutério para a correcéo
de fundo. Os comprimentos de onda selecionados foram de 228,8 e de 283,3 nm
para Cd e Pb, respectivamente. A largura da fenda foi de 0,5 nm para ambos
elementos e a corrente da lampada foi de 4 mA para Cd e de 10 mA para Pb. As
medicdes foram feitas em absorbancia integrada, por 30 s, e néo foi empregado

nenhum algoritmo para alisamento dos sinais.
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Para os estudos de otimizagdo do sistema, Cd e Pb de uma amostra de
sangue liofilizado foram determinados por ICP-MS (PerkinElmer-SCIEX - modelo
ELAN” DRC I, http://iwww.perkinelmer.com, EUA), apds decomposicdo por via
umida em forno de microondas com frascos fechados (Milestone-ETHOS 1,
http://www.milestonesrl.com/index.html, Italia). O mesmo procedimento foi feito
para a determinacéo destes elementos no papel de filtro.

Para os estudos de calibracdo do equipamento, usando a grafite,
primeiramente, foi necessério, a utilizagdo de um banho de ultra-som (Odontobras
— modelo Ultrasonic Cleaner 1440D — série Evolution, http://www.odontobras.com,
Brasil) e de uma chapa de aquecimento (Fisatom - modelo 752A — série 596449,
http://www.fisatom.com.br, Brasil) para a descontaminagéao da grafite, e usou-se
um forno de microondas (Multiwave 3000® microwave sample preparation system,
http://www.anton-paar.com, Austria) usando o procedimento de combustéo
iniciada por microondas, para a etapa de decomposicdo da mesma. A

determinacdo de Cd e Pb na grafite também foi feita por ICP-MS.

3.2. Reagentes

A 4gua utilizada foi destilada, deionizada em uma coluna trocadora de ions
e purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, http://www.millipore.com, USA). O
acido nitrico concentrado P.A. (Art. n.° 100452.1000, 65%, 1,14 kg I*, Merck,
Alemanha) foi bidestilado abaixo de seu ponto de ebulicAo em sistema de
destilacdo de quartzo (Milestone, modelo duoPur 2.01E, Italia). Nitrato de amonio
de grau P.A. (Merck) foi utilizado como iniciador de combustéo (solugcdo 50% m/v,
preparada a partir da dissolucao do sal em agua de Milli-Q).

As solucdes de referéncia de Cd e Pb foram preparadas a partir de solucao
de referéncia comercial SCP 33MS (PlasmaCAL, Canadd) e/ou a partir de
solugcbes Titrisol (Merck, Alemanha), em HNO3; 2% (v/v), de acordo com o
emprego para a analise em ICP-MS ou em F AAS, respectivamente. As solucdes
de referéncia foram preparadas a partir da diluicdo da solucao estoque com HNO;
0,2% (v/v). Oxigénio, com pureza 99,9991% (White Martins, Brasil) foi utilizado

para a combustao e transferéncia dos vapores até o sistema de atomizacéao.
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3.3. Amostras

Sangue foi adquirido no Banco de Sangue do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Maria — HUSM (Santa Maria - RS), sendo essas
amostras provenientes de doadores. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo a 4 °C. Dentre as amostras, uma foi selecionada para a
determinacdo de Cd e Pb por ICP-MS. Como os valores de concentracao para
esses elementos foram considerados relativamente baixos, para os estudos de
otimizacdo do procedimento proposto, a amostra foi enriquecida com Cd e Pb.
Um pré-tratamento inicial foi feito, congelando-as por 4 h e liofilizando-as por 12 h.
Entdo, o sangue liofilizado foi homogeneizado em gral de agata e armazenado em
recipiente apropriado. Uma fracdo desta amostra foi utilizada para a determinacao
de Cd e Pb por ICP-MS, ap6s decomposic¢ao por via umida.

Também foi utilizada grafite para o processo de combustdo (grau
espectroscopio, Merck, Alemanha).

Material de referéncia certificado (figado e musculo de peixe-cdo, DOLT-2)
e amostra de figado de frango foram usados para a determinacdo de Cd e Pb
apos a etapa de otimizacao dos parametros instrumentais.

3.4. Materiais diversos

Foi utilizado papel filtro CarlSchleicher & Schill (n.° 589, Alemanha) para
envolver os comprimidos, posicionados no suporte dentro da camara de
combustéo e para adsorcédo da solucdo de NH4;NO3; 50% (m/v), como iniciador de
combustao.

Toda a vidraria empregada no laboratério foi lavada por imersdo em
solucdo de HNO; 10% (m/v), por 24 h, e depois enxaguada com agua,

imediatamente antes de seu uso.
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3.5. Sistema para a determinacdo de Cd e Pb em amos tras solidas por
MIC-FF-AAS

Este trabalho baseia-se na utilizacdo de um sistema de combustao, iniciado
por radiacdo microondas, acoplado a um espectrometro de absor¢ao atbmica com
tubo aquecido na chama.® O sistema de combusto é constituido de uma camara
de combustéo feita de dois balGes de vidro borossilicato, posicionada no interior
de um forno de microondas doméstico. A camara de combustéo e o forno foram
adaptados para possibilitar a entrada e saida de oxigénio (Figura 9). A camara de
combustéo possibilita o encaixe de um suporte de quartzo desenvolvido para o

posicionamento da amostra.

Feixe optico

Queimador

Fluxdmetro Saida dos
produtos da
W combustao
ol L d
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= E ~_ Camarade
Y combustao

Forno de microondas

Figura 9. Componentes do sistema de combustéo.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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Para o acoplamento do sistema de combustdo ao espectrbmetro de
absorcdo atdbmica com chama, tubos de politetrafluoretileno-perfluoroalcoxi

(PTFE-PFA) e de quartzo (totalizando 80 cm de comprimento, com 3 cm de

diametro interno) foram utilizados (Figura 10).

Figura 10. llustracdo das conecc¢Bes para o transporte dos produtos da combustdo até o sistema
de atomizacéo: (a) tubo de PTFE-PFA e (b) tubos de quartzo.

Para o sistema de atomizac&o, foi empregado um tubo metalico (Inconel®
600, Camacam, www.camacam.com.br, Sdo Paulo), composto por 72% de Ni,
15% de Cr, 8% de Fe, 0,5% de Cu e 0,3% de TI, com 9 mm de didmetro interno,
11 mm de diametro externo e 100 mm de comprimento, sobre a chama de um
espectrobmetro de absor¢do atdbmica. Para suportar o tubo metalico, foram
necessarias modificagbes na base do queimador. Duas pecas de ago-inox (com
ajuste de altura) foram fixadas nas extremidades, tendo a finalidade de suportar
barras de ceramica, onde o tubo metalico utilizado foi posicionado (Figura 11a).

Para a determinacdo de Cd pelo sistema MIC-FF-AAS, o tubo metélico ndo
possuiu nenhuma modificacdo em sua base. Ja para a determinagdo de Pb, o
tubo empregado apresentou 12 orificios, de 2 mm cada, na sua parte inferior
(Figuras 11b e 11c).
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Figura 11. Sistema de atomizagdo.(a) posicionamento do tubo metalico no queimador do
espectrdmetro. Tubos metdlicos: (b) vista frontal e (c) vista inferior dos tubos utilizados

para as determinacdes de (1) Cd e (2) Pb.

Como ja foi mencionado, este sistema foi utilizado com sucesso para a
determinacdo de Cd e Pb em tecido vegetal.” Neste trabalho, o sistema sera
utilizado para a determinacdo destes elementos em sangue liofilizado, visto a
maior complexibilidade da matriz desta amostra, uma vez que possui proteinas,
gorduras, substancias nitrogenadas, sais inorganicos, horménios, vitaminas, entre

outros.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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Na Figura 12 é mostrado um esquema geral do sistema MIC-FF-AAS.

e T S A by

SRS S - T TS L R

suporte da amostra( papel + grafite +
NH4NO3 + amostra)

camara de combustao

}

microondas doméstico modificado

Figura 12. Esquema geral do sistema MIC-FF-AAS: (a) suporte da amostra, (b) caAmara de

combustéo, (c) microondas doméstico modificado e (d) atomizador.
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3.6. Procedimentos utilizados para a determinagdo d e Cd e Pb no sangue
liofilizado e materiais usados para a calibracdo do equipamento

Para a determinacéao de Cd e Pb de uma amostra de sangue liofilizado, fez-
se a decomposicao de uma amostra, em frascos de PTFE-PFA de um forno de
microondas. O programa de decomposic¢édo utilizado é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo de
sangue liofilizado em forno de microondas (800 mg de amostra
com 8 ml de HNO3 concentrado).

Etapa Tempo (S) Temperatura (C) Poténcia (W)
1 5 120
2 2 120 1000
3 5 180
4 10 180

Temperatura maxima: 180 C, pressao maxima: 30 bar.

Para a determinacdo de Cd e Pb, por ICP-MS, na amostra de sangue
liofilizado, na grafite e no papel filtro foi feita conforme instru¢gdes do fabricante.

3.6.1 Procedimento de descontaminacédo da grafite

Para o uso da grafite na etapa de calibracdo do sistema MIC-FF-AAS foi
necessaria uma etapa de descontaminacdo, com a finalidade de reduzir a
concentracdo de Pb que poderia ser uma fonte de contaminacao, prejudicando o
limite de deteccdo (LD) para este elemento. Para isso, foram feitos dois
procedimentos de descontaminacao da grafite: a) imersédo em HNO3; 10% (v/v) em
frasco de polipropileno de 50 ml coberto com um filme plastico e aplicacdo de
banho de ultra-som por 30 minutos, e b) imersdo em HNO3z 10% (v/v) em béquer
coberto com um filme plastico, e aquecimento a 90 °C/3 h sob agitagdo em chapa
de aguecimento. Para ambos os procedimentos, a grafite foi subsequentemente

lavada com agua purificada e seca em estufa até peso constante.
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3.7. Preparo dos comprimidos

Foram feitos comprimidos de sangue liofilizado com diferentes massas com
0 auxilio de uma prensa hidraulica. Também, foram pesadas diferentes
proporcdes de sangue liofilizado e grafite, e apds foi feita a homogeneizacao por
10 minutos em um gral de agata. Desta mistura foram retiradas diferentes massas
para a etapa de prensagem. Na Figura 13 sdo mostrados os comprimidos de
sangue liofilizado com grafite.

Figura 13. (a) Vista superior e (b) vista lateral dos comprimidos com 30 mg de grafite e com (1)
3,5 mg, (2) 50 mg e (3) 100 mg de amostra de sangue liofilizado. Todos os
comprimidos possuem 5 mm de diametro.

Para a verificacdo da massa de grafite a ser usada para a calibracdo do
equipamento, comprimidos de 10 a 50 mg foram confeccionados. Neste estudo,
houve a adi¢do de 10 ng de Cd e 200 ng de Pb na forma de solucado, adsorvida
nos comprimidos, com posterior combustdo destas amostras pelo sistema
MIC-FF-AAS.

3.8. Procedimento proposto para a determinacdo de C d e Pb por
MIC-FF-AAS

Para a etapa de calibracdo foram adicionados, tanto no papel, quanto nos
comprimidos de grafite, volumes que variaram de 1 a 10 pl das solugdes de
referéncia de Cd (1 mg I'* ou 5 mg I'") ou Pb (50 mg I"* ou 100 mg I'). Apé6s, foi
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adicionado volumes de 10 a 50 ul de uma solugcéo de NH4;NO3; 50% (m/v) sobre o
papel filtro, posicionando o suporte de quartzo no interior da camara de
combustao.

Logo apds, a valvula do fluxdmetro de O, foi aberta e o forno de microondas
foi acionado. Quando foi observado o inicio da combustao (observagao visual), foi
interrompida a irradiagdo microondas e o registro do sinal de absorbancia foi
iniciado simultaneamente com o momento de ignicdo. Para a combustdo das
amostras, foram pesados os comprimidos de sangue liofilizado, sendo estes,
entdo, envolvidos pelo papel filtro. A solugcao de NH4;NO3; 50% (m/v) foi adicionada
sobre o papel e seguido o0 mesmo procedimento mencionado anteriormente.

Para os testes posteriores, como a otimizacdo do modelo da camara, suporte
de quartzo para a amostra na combustdo, volume de solucdo de NH4sNO3; 50%
(m/v), vazao de oxigénio e estequiometria da chama, a determinacéo de Cd, 1 pl
de uma solucgéo a 5 mg I'* (correspondendo a 5 ng de Cd) foi adicionado sobre o
papel ou sobre o comprimido de grafite. Em seguida, foi adicionada uma solucao
de NH4sNO3 50% (m/v) no papel contendo os padrdes ou no papel que envolvia o
comprimido contendo os padrdes, posicionando-o sobre o suporte de quartzo,
sendo entdo inserido na camara de combustdo. A radiacdo microondas foi
aplicada até o inicio da combustdo, acompanhando-se as medidas de
absorbancia. Subsequentemente, comprimidos de sangue liofilizado ou
comprimidos de sangue liofilizado com grafite (10 mg de sangue liofilizado,
correspondendo a 6,45 ng de Cd) foram posicionados sobre um papel filtro com
adicdo de solucdo de NH4sNO3; 50% (m/v), sendo feito o mesmo procedimento
utiizado para a solucdo de referéncia. Para Pb, empregou-se o mesmo
procedimento, sendo o volume de solucdo de referéncia utilizado de 4 pl de uma
solucdo a 50 mg I"* (correspondendo a 200 ng de Pb) e a massa de sangue
liofilizado com grafite de 10 mg de sangue liofilizado (correspondendo a 193,1 ng
de Pb).
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3.9. Otimizag&o do modelo da camara de combust&o

Para melhorar a eficiéncia da combustao e do transporte dos produtos da
combustéo até o sistema de atomizacéo, foram testadas trés tipos de camaras. A
primeira foi a cAmara utilizada por Bartz®, jA empregada na combustdo de tecido
vegetal por MIC-FF-AAS, composta por dois balGes unidas por uma conexao de
tygon; a segunda foi uma camara conica com capacidade para 125 ml; e a
terceira foi semelhante a primeira camara (capacidade de 50 ml), porém em

formato de peca Unica.

3.10. Otimizag&o do suporte de quartzo utilizado no sistema de combustéo

Para a queima dos comprimidos no processo de combustdo, foram feitos
testes com trés tipos de suportes. Foi testado o suporte de quartzo do sistema
MIC-FF-AAS utilizado por Bartz® e dois suportes com ranhuras menores.

3.11. Otimizagao do volume de NH 4NO3 50% (m/v) para a combustao

Volumes entre 10 e 50 pl de solu¢cdo de NH4;NO3; 50% (m/v) foram testados
para o processo de combustdo, sendo pipetados sobre o papel de filtro conforme
metodologia descrita em “3.8. Procedimento proposto para a determinacao de Cd
e Pb por MIC-FF-AAS”. E importante ressaltar que a concentragdo da solucdo de

NH4NO3 50% (m/v) utilizada foi definida baseando-se em trabalho anterior.®

®BARIN, J. S., Dissertacdo de Mestrado, PPGCTF, UFSM, Santa Maria/RS, 2003.
°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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3.12. Otimizagdo da vazao de oxigénio mais adequada para o0 sistema
MIC-FF-AAS

A vazao de oxigénio foi variada na faixa compreendida entre 0,5 e 2,5 | min*
para a combustdo e transferéncia dos vapores gerados até o sistema de
combustdo. A vazao de ar e acetileno da chama do espectrometro foi fixada em
16 e 2 | min? neste estudo, usando, sobre a chama do espectrémetro, tubo
metalico sem furos para testes com o Cd e tubo com 12 furos na base para testes

com o Pb.

3.13. Otimizacdo da estequiometria da chama para de terminacédo de Cd e Pb
por MIC-FF-AAS

Combinacdes de vazbes de ar e acetileno iguaisa 12 e 2,3; 12 e 2; 14 e 2,
16 e 2 e 18 e 2 | min foram empregadas para o estudo da melhor estequiometria
da chama. A vazdo de oxigénio utilizada para a combustdo das amostras e
transporte dos vapores da queima até o sistema de atomizacao foi de acordo com
sua respectiva otimizacéao, realizada anteriormente.

A escolha da melhor vazao de oxigénio e melhor estequiometria da chama
para a determinacao de Cd e Pb em sangue liofilizado no sistema MIC-FF-AAS foi
através da andlise do perfil do sinal analitico obtido e da massa caracteristica
calculada para a solugéo de referéncia e sangue liofilizado. Testes estatisticos
foram feitos em todas as etapas de otimizacéo, usando o software Graph Pad,
Inc. Insttat 2.1, relacionando os resultados obtidos para solucdo de referéncia e

para o sangue liofilizado.
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3.14. Otimizacdo da faixa de massa de amostra a ser utilizada no sistema
MIC-FF-AAS

Foram feitas curvas de calibracdo para Cd e Pb empregando o
procedimento proposto com a combustéo de grafite impregnado com solucao de
referéncia. Também, foram gerados graficos de massa de sangue liofilizado em
funcdo da concentracdo do analito, com a combustao de diferentes massas, para
verificar a disperséo dos valores de concentragcdo com o acréscimo de massa de
amostra.

Massas de 3,5 a 100 mg foram empregadas nesta otimizagcdo e demais
parametros operacionais foram adotados conforme as otimizacdes ja efetivadas.
O limite de massa aplicada ao MIC-FF-AAS foi determinado através da anélise do
desvio padréo (s) e da linearidade.

A concentracdo de Cd e Pb foi determinada no sangue liofilizado e em
materiais de referéncia por MIC-FF-AAS, comparando-se 0s resultados com o0s
obtidos por ICP-MS, ap6s decomposic¢ao por via umida.

Ainda, fez-se a quantificacédo de Cd e Pb em outras amostras de sangue
liofilizado através da técnica de MIC-FF-AAS.

Por fim, foram determinados o limite de deteccdo e quantificacdo e a
frequéncia de determinacédo, comparando estes e outros parametros do método

com outros trabalhos que determinaram Cd ou Pb por SS-F AAS.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Estudo dos parametros operacionais

Inicialmente, os testes foram feitos mantendo a estequiometria da chama
de acordo com os parametros operacionais segundo Bartz,® que foi empregada
para a determinagdo de Cd em sangue liofilizado. Assim, as vazbes de ar e
acetileno foram de 14 e 2 | min™, respectivamente, a vazdo de oxigénio na
camara de combustdo de 1 | min™, e uso de tubo metalico sem furos adicionais.
Os testes para Pb foram feitos usando a estequiometria da chama com vazdes de
ar e acetileno iguais a 12 e 2 | min™, respectivamente, vazdo de oxigénio na
camara de combust&o de 1 | min™ e tubo metélico com 12 furos adicionais. Para a
confeccdo dos comprimidos, foram pesadas diferentes massas de sangue
liofilizado, sendo logo apds prensadas e as solucdes de referéncia foram
impregnadas no papel conforme ja descrito anteriormente.

Para a determinacdo de Cd e Pb empregando-se MIC-FF-AAS nas
condigBes citadas anteriormente, as massas caracteristicas das solucdes de
referéncia absorvidas no papel e das amostras foram diferentes (aplicando o
teste t, nivel de confianca de 95%). Inicialmente, avaliou-se a influéncia da
estequiometria da chama sobre os resultados de massa caracteristica. Foram
investigadas vazdes de ar entre 12 e 18 | min™ e acetileno entre 2 e 2,4 | min™.

Nas Figuras 14 e 15, pode-se verificar 0 comportamento das massas
caracteristicas para Cd e Pb, nas solu¢cbes de referéncia, adsorvidas em papel e

nos comprimidos de sangue liofilizado.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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Verificou-se que para a determinagédo de Cd (utilizando tubo metalico sem
furos na chama), em todas as vazoes de ar e acetileno testadas anteriormente,
houve uma menor variacdo dos resultados de massa caracteristica do analito na
amostra em relacdo a determinacdo de Pb. Provavelmente, para a determinacao
de Cd, a estequiometria da chama néo influenciou muito, por ndao haver uma
introdugdo da chama no tubo, proporcionando apenas uma variagdo na
temperatura no interior do tubo. Para a determinacdo de Pb (utilizando tubo
metalico com 12 furos), houve uma maior variacdo dos resultados, com a
alteracdo da estequiometria da chama, devido a introdugcdo da chama no interior
do tubo metalico. Em relag@o aos valores de massa caracteristica obtidos para a
determinacdo de Cd e Pb entre as solucbes de referéncia e as amostras,
verificou-se que houve diferenca significativa para todas as proporc¢des de gases
empregadas (teste t, nivel de confianca de 95%). Desse modo, tanto para Cd
quanto para Pb, ndo foi possivel a calibragdo com o emprego de solucbes de
referéncia adsorvida em papel. Provavelmente, a razéo destes resultados deve-se
a diferenca de cinética de vaporizacdo dos analitos a partir da matriz do papel e
do sangue liofilizado. Ainda, foi verificada uma maior formagao de fuligem nas
paredes internas da camara quando o comprimido de sangue liofilizado sofria a
combustdo, em relagédo a queima do papel.

Como o emprego de materiais de referéncia solidos na etapa de calibracao
torna o procedimento analitico relativamente mais caro, avaliou-se a possibilidade
do emprego de algum material sintético de menor custo.®* Grafite ja foi utilizada
com sucesso na etapa de calibracdo em procedimentos de analise de amostras
sélidas, empregando F AAS.®® Dessa forma, testou-se a calibracdo
adicionando-se solucdes de referéncia em comprimidos de 20 mg de grafite. Para
as amostras, foram feitas misturas de sangue liofiizado com 20 mg de grafite,
aumentando a massa de amostra. Na Tabela 2, sdo apresentadas as propor¢des

de amostra e grafite nos comprimidos.

® LANGMYHR, F. J., Fresenius Z. Anal. Chem. 322 (1985) 654-656.
% SAIDELLES, A. P. F., Tese de Doutorado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2005.
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Tabela 2. Condi¢des de mistura de grafite com sangue previamente liofilizado.

Proporcdo sangue liofilizado:grafite 0:20 1:4 1:2 1.1 21 41

Sangue liofilizado (mg) 0 5 10 20 40 80
Grafite (mg) 20 20 20 20 20 20
Massa total do comprimido (mg) 20 25 30 40 60 100

Os resultados de massa caracteristica para as diferentes proporcdes
(amostra:grafite) avaliadas para a determinagcdo de Cd e Pb, segundo as
proporcdes descritas na Tabela 2, encontram-se nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16. Estudo da proporcdo de sangue liofilizado:grafite para a determinacdo de Cd (massa
de Cd no comprimido de grafite: 10 ng, vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo sem furos

adicionais, vazdo de ar e acetileno: 16 e 2 | min™'; cada barra representa a média de 5

medidas e as barras verticais o respectivo desvio padrao).
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Figura 17. Estudo da proporcdo de sangue liofilizado:grafite para a determinacédo de Pb (massa
de Pb no comprimido de grafite: 200 ng, vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo com 12
furos, vazdo de ar e acetileno: 16 e 2 | min™; cada barra representa a média de 5

medidas e as barras verticais o respectivo desvio padréo).

Quando os resultados de massa caracteristica entre os comprimidos de
grafite contendo apenas solucéo de referéncia com comprimidos contendo grafite
e sangue liofilizado foram comparados, observou-se que, na propor¢ado de até 1:1,
(sangue liofilizado:grafite, m/m), os valores de massa caracteristica foram
estatisticamente iguais para Cd e Pb (teste t, nivel de confianca de 95%).
Provavelmente, a grafite auxiliou na combustdo e vaporizagcdo dos analitos de
uma maneira semelhante tanto para as solucdes de referéncia como para as
amostras. Em propor¢cdes superiores a 1:1 percebeu-se que, houve diferenca
entre os valores de massa caracteristica das solu¢cdes de referéncia e das
amostras. Neste caso, possivelmente, a matriz do sangue prevaleceu sobre a
grafite, diferenciando a combustdo e vaporizacdo dos analitos. De acordo com
esses resultados, comprovou-se que a calibracdo do equipamento para a
determinacao de Cd e Pb em sangue liofilizado por MIC-FF-AAS poderia ser feita
empregando-se grafite para minimizacdo das diferencas de matriz e,

consequentemente, de volatilizacdo para amostras e solucdes de referéncia.
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Dessa forma, fez-se o0 estudo da massa de grafite a ser utilizada para a
calibragcdo. Comprimidos de grafite com massas de 10 a 50 mg foram feitos,
adicionando-se massas fixas de Cd e Pb através de solucdes de referéncia
aguosas. Nas Figuras 18 e 19, sdo apresentados os resultados das massas

caracteristicas deste estudo.
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Figura 18. Estudo da massa de grafite empregada para a determinacdo de Cd pelo sistema
MIC-FF-AAS. (massa de Cd no comprimido de grafite: 10 ng, vazdo de oxigénio:
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Figura 19. Estudo da massa de grafite empregada para a determinacao de Pb pelo sistema
MIC-FF-AAS (massa de Pb no comprimido de grafite: 200 ng, vazdo de oxigénio:
1 | min™®, tubo com 12 furos, vazdo de ar e acetileno: 16 e 2 | min™; cada barra

representa a média de 5 medidas e as barras verticais o respectivo desvio padrao).

De acordo com as Figuras 18 e 19, percebeu-se que na faixa de 10 a 50
mg de grafite ndo houve diferenca significativa nas massas caracteristicas das
solucdes de referéncia adsorvidas na grafite (teste t, nivel de confianca de 95%).
Porém, para massas inferiores a 30 mg de grafite nem sempre era possivel a
completa incorporacdo da solugdo de referéncia, sendo esta transferida para o
papel de filtro. Quando isto acontecia o perfil de sinal apresentava picos duplos,
provavelmente em funcdo da diferenca de transporte pelas condicbes de
combustéo do papel e de grafite. Dessa forma, optou-se em usar 30 mg de grafite

nas otimizacdes posteriores.
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4.2. Otimizacdes para a determinacédo de Cd e Pb em  sangue liofilizado por
MIC-FF-AAS

Apos definida a massa de grafite para a calibracdo para a determinacéo de
Cd e Pb em sangue liofilizado por MIC-FF-AAS, procedeu-se a otimizacdo do
sistema, mantendo-se constante a massa de grafite. Primeiramente, foram
testados diferentes tipos de camaras e suportes para o processo de combustéo.
Também foram investigados o volume de solucédo de nitrato de amoénio 50% (m/v),
a vazéo de oxigénio na camara de combustdo, a estequiometria da chama e o

estudo da faixa linear.

4.2.1. Otimizagdo do modelo da camara de combustéo para o sistema
MIC-FF-AAS

Considerando a importancia do volume da camara de combustéo, no que
diz respeito & queima e ao transporte dos analitos para o sistema de atomizagéo,
foram testados trés tipos de camaras de combustao de vidro borossilicato (Figura
20), desenvolvidas no Laboratério de Hialotecnia da UFSM.

12 cm

4 —r—>
20cm 4,0cm

Figura 20. Modelo da (a) camara utilizada por Bartz®, (b) camara em forma conica e (c) camara

em pega Unica.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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A camara da Figura 20a foi empregada em investigacdo anterior’, na
combustdo de amostras de tecido vegetal empregando MIC-FF-AAS, mas
apresentou um problema referente ao superaquecimento da conexdo de tygon
que unia os baldes superior e inferior, durante a queima do comprimido. Em
funcéo disto, uma nova camara (Figura 20b) foi desenvolvida, com formato conico
e volume de 125 ml. Por apresentar maior superficie de contato, e,
consequentemente, paredes frias ao longo da camara, houve uma maior
deposicdo de fuligem da queima das amostras nas paredes internas desta,
prejudicando a repetitividade dos resultados. Entédo, optou-se pelo uso de uma
camara semelhante a primeira (volume de 50 ml), mas feita em pec¢a Unica
(Figura 20c) evitando, assim, o superaquecimento verificado na conexao de tygon
da camara da Figura 20a. Dessa forma, para testes posteriores, usou-se esta
ltima configuragdo de camara, pois apresentou menos formacao de fuligem nas

paredes internas em comparagao a anterior.

4.2.2. Otimizacao do modelo de suporte para a amost ra

Os testes iniciais foram feitos usando o suporte proposto por Bartz® (Figura
23a) com entrada de oxigénio na parte inferior do mesmo. Usando esse suporte,
freqientemente ocorria a queda dos comprimidos por entre as suas ranhuras,
durante a combustdo, ocasionando aquecimento pontual na parte inferior da
camara de combustdo e consequente quebra da camara (Figura 21a). Assim,

desenvolveu-se um suporte conforme Figura 21b.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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Figura 21. Modelo do (a) suporte para amostra proposto por Bartz’ e (b) suporte com fendas

menores e com entrada de oxigénio passando na parte superior da amostra.

O incremento no numero de ranhuras no suporte impediu a queda do
comprimido entre suas fendas. Porém, com a entrada de oxigénio passando na
parte superior da amostra, o inicio do processo de combustdo nao foi reprodutivel,
provavelmente, devido ao caminho preferencial do oxigénio pela saida do baldo
superior da camara, tendo pouco contato com a amostra. Por fim, desenvolveu-se

um suporte com maior numero de ranhuras, em relacdo a primeira e com a

entrada de oxigénio pela parte inferior do suporte (Figura 22).

A

11,5 cm >

Figura 22. Suporte para amostras com fendas menores e passagem de oxigénio na parte inferior.

Este suporte melhorou a repetitividade das queimas e evitou a queda dos
comprimidos durante a etapa de combustdo. Desta forma, este dispositivo foi
empregado para as otimizagdes posteriores.

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
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Por ndo haver material em quantidade suficiente para absorver a irradiacdo de
microondas, um béquer contendo 100 ml de agua foi posicionado na cavidade do
forno de microondas, para prevenir eventuais danos no magnetron, por reflexao

de microondas ndo absorvidas.3*16

4.2.3. Tubos usados para transportar 0os vapores da camara de combustéo

ao sistema de atomizacao

Os tubos utilizados para transportar os vapores da camara de combustao
até o sistema de atomizacdo foram semelhantes aos tubos do sistema proposto
por Bartz® para MIC-FF-AAS. Todas as configuraces foram adequadas quanto a
facilidade de montagem e limpeza e transferéncia de vapores até o atomizador.

O material do tubo metalico posicionado sobre a chama do espectrémetro e

utilizado para a atomizacdo foi o mesmo utilizado por Bartz®, apresentando boa
estabilidade térmica e resisténcia quimica frente a acdo da chama ar e acetileno,
bem como do ataque dos gases da combustdo carreados até o seu interior. Um
tubo sem nenhuma modificacdo foi adequado ao uso durante todo o estudo. O
tubo com 12 furos na base teve vida util de aproximadamente 200 h.
E importante destacar que o tubo com furos na base deve ser posicionado sobre o
queimador apds a ignicdo da chama. Caso contrario, o tubo podera ser
preenchido por uma mistura de gases, ar e acetileno, ficando ali confinada e
podendo explodir no momento da ignic&o.*®

Baseado em estudos prévios, definiu-se a distancia de 4 mm entre o tubo

metélico e a base do queimador do espectrémetro.®6:20:86

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
® BERNDT, H., DAVIES, J., Anal. Chim. Acta 479 (2003) 215-223.

' BERNDT, H., GASPAR, A., Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 587-597.

? BERNDT, H., RATKA, A., Anal. Bioanal. Chem. 378 (2004) 416-422.

% De la GUARDIA, M. et al., Talanta 40 (1993) 1609-1617.

% NOBREGA, J. A. et al.,Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 749-753.

118 7] OTORZYNSKI, A., Crit. Rev. Anal. Chem. 25 (1995) 43-76.
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4.2.4. Volume de NH4NO3; 50% (m/v) necessario para 0 processo de
combustao

Outro parametro avaliado foi o volume da solucdo de NH4NO3 50% (m/v)
usado para iniciar o processo de combustdo. Desta forma, foram avaliados
volumes entre 10 e 50 pl, adicionados sobre o papel de filtro que envolvia os
comprimidos. Com volumes inferiores a 40 ul de solucdo de NH4;NO3; 50% (m/v) a
combustéo ocorria em apenas 50% das vezes, queimando somente o papel e ndo
o0 comprimido.

Provavelmente, com volumes inferiores a 40 pl ha baixa repetitividade da
combustéo, devido a baixa quantidade de agua presente, que exerce papel
fundamental nesta etapa para desencadear o processo de combustédo juntamente
com o NH4NO3. O inicio da combustéo (Figura 23) também pode ser influenciado
pelo volume da camara utilizada, assim como poténcia do forno de microondas e,
ainda, pela vazédo de oxigénio. O tempo necessario para o inicio da combustéao
variou entre 10 e 20 s para o volume de 40 pl.

Figura 23. llustracdo do processo de combustdo no sistema MIC-FF-AAS.

Para otimizacBes posteriores, fixou-se o volume de 40 ul da solucédo de
NH4NO3 50% (m/v) garantindo, assim, a queima dos comprimidos.
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4.2.5. Concentracdo de Cd e Pb no papel filtro e na grafite utilizado no
processo de combustao

O papel filtro e a grafite, utilizados no processo de combustdo, foram
decompostos para a determinacdo da concentracdo de Cd e Pb conforme item
3.6 (Materiais e Métodos). Se o papel e a grafite apresentarem concentracdes
relativamente elevadas dos elementos em estudo, estes poderdo ser fontes de
contaminacdo, influenciando nos valores de LD e LQ do método.

As determinacdes de Cd e Pb no papel foram feitas por ICP-MS e os
resultados foram de <0,001 e 0,070 + 0,010 ug g™ para Cd e Pb, respectivamente.
Considerando-se que a massa de papel utilizada no sistema foi de
aproximadamente 20 mg, a contaminacdo relativa ao papel filtro pode ser
desconsiderada.

A grafite foi decomposta e Cd e Pb foram determinados por ICP-MS,
verificando-se uma concentracéo relativamente alta de Pb (0,89 + 0,08 ug g™). Na
tentativa de reduzir a concentracdo de Pb na grafite, foram feitos dois
procedimentos de descontaminacéo, conforme descricdo no item 3.6.1 (Materiais
e Métodos). Os resultados empregando os dois procedimentos foram
semelhantes (0,131 + 0,018 ug g* Pb) sendo, entdo, escolhido o procedimento
“a”, uma vez que é relativamente mais pratico e rapido. A concentracdo de Cd na
grafite permaneceu constante antes e depois do processo de descontaminacéo
(0,006 + 0,001 pg g'). Desta forma, ap6s o processo de descontaminacdo foi
possivel o emprego da grafite para a calibracdo por MIC-FF-AAS.

4.2.6. Vazao de oxigénio mais adequada para o siste ma

O oxigénio foi utilizado como oxidante no processo de combustdo, e como
carregador dos vapores gerados, durante a combustdo, até o sistema de
atomizagao.

No presente trabalho foram investigadas a influéncia das vazdes de
oxigénio no intervalo de 0,5 a 2,5 | min™. Entretanto, somente vazées entre 1 e

2 | min™ proporcionaram ignicées reprodutiveis do processo de combustdo. A
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ignicéo utilizando vazdes inferiores a 1 | min™ ou superiores a 2 | min™ n&o ocorria
em cerca de 50% das tentativas. Provavelmente, com vaz&o inferior a 1 | min™,
nao ha oxigénio suficiente para a ignicdo do processo de combustdo e, com
vazao superior a 2 | min™, pode ocorrer a secagem do papel, contendo solugéo de
NH4NO3;, antes mesmo do aquecimento do sistema pela irradiacdo com
microondas. Ainda, para vazao inferior a 1 | min™, quando a queima ocorria, mais
material condensava nas paredes dos tubos utilizados para transferéncia dos
vapores, principalmente quando massas maiores de amostra eram utilizadas.
Cabe ressaltar que este efeito deve ser influenciado pelo sistema utilizado no
processo de combustdo. Os resultados obtidos nesta otimizacéo, para Cd e Pb,

estdo demonstrados nas Figuras 24 e 25, respectivamente.

O solucgéo de referéncia adsorvida em grafite

160 -
128,0 +12,3
B comprimido de grafite com sangue liofilizado
c’ —
= 120 94,0 +12,6
g 85,0+ 7,8
3
= 54045 70,0+ 6,5
5 80
® 51,0 3,2
@
o
a
@ 40
S
0
1,0 1,5

vazao de oxigénio, I min *

Figura 24. Estudo da vazéo de O, mais adequada para a combustéo para a determinacdo de Cd.
Massa de Cd no comprimido de grafite: 5 ng, massa de Cd no sangue liofilizado:

6,47 ng (10 mg de sangue liofilizado). Tubo sem modificacdes, vazao de ar e

acetileno: 16 e 2 | min™; cada barra representa a média de 5 medidas e as barras

verticais o respectivo desvio padrao.
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Figura 25. Estudo da vazédo de O, mais adequada para a combustéo para a determinagcédo de Pb.
Massa de Pb no comprimido de grafite: 200 ng, massa de Pb no sangue liofilizado:
193,1 ng (10 mg de sangue liofilizado). Tubo com 12 furos, vazdo de ar e acetileno:
16 e 2 | min™; cada barra representa a média de 5 medidas e as barras verticais o

respectivo desvio padréo.

Em termos de sensibilidade, a vazdo de 1 | min® foi a melhor para a
combustéo e transporte dos vapores até o sistema de atomizacéo para ambos 0s
elementos em estudo. Provavelmente, hd menor diluicdo da nuvem atdmica com
esta vazdo, uma vez que quanto mais se aumentava a vazdo de oxigénio,
aumentava o valor da massa caracteristica para os comprimidos de grafite e para
os comprimidos contendo sangue liofilizado para ambos os elementos em estudo.
Esses resultados foram concordantes com o trabalho de Campos et al. 28

Com vazdes de oxigénio superiores a 2 | min™®, observou-se que a
combustdo dos comprimidos era relativamente mais violenta, quanto a de
1 1 min, sendo que os produtos da combustdo eram projetados nas paredes da
camara de combustdo, prejudicando a sensibilidade e a repetitividade das
determinacées. Além disso, na vazdo de 1 | min®, os valores de massa
caracteristica da solucdo de referéncia e amostra solida, para Cd e Pb, foram
estatisticamente iguais (teste t, nivel de confianca de 95%). Dessa forma, esta foi
a vazao escolhida para o sistema MIC-FF-AAS.

8 CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
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4.2.7. Otimizag&o da estequiometria da chama parao  sistema MIC-FF-AAS

A estequiometria da chama ar e acetileno pode influenciar na atomizacao
de Cd e Pb em funcéo da temperatura do tubo na chama, bem como dos radicais
formados no interior do tubo, ou seja, do ambiente de atomizagdo. Recentemente,
foi observado que chamas relativamente oxidantes sdo mais favoraveis para a
atomizacdo de Cd utilizando a técnica TS-FF-AAS, quando o tubo metalico
continha 6 furos de 2 mm de diametro cada.?*

Para este estudo, como a chama se extinguia com vazdes de ar e acetileno
menores que 12 e 2 | min™, respectivamente, e vazées de acetileno superiores a
2,5 | min™ diminuiam muito a vida Gtil do tubo de atomizacao utilizado, vazées de
ar e acetileno foram assim empregadas: 12 e 2,4, 12 e 2, 14 e 2, 16 e 2 e
18 e 2 | min™. Nas Figuras 26 e 27, sdo mostrados os resultados de massa

caracteristica obtidos nesta otimizacéo para Cd e Pb.

O solucédo de referéncia adsorvida em grafite
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Figura 26. Estudo da influéncia da vaz&o de ar e acetileno para a determinacdo de Cd. Massa de
Cd no comprimido de grafite: 5 ng, massa de Cd no sangue liofilizado: 6,4 ng (10 mg
de sangue). Vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo sem modificacdes; cada barra

representa a média de 5 medidas e as barras verticais o respectivo desvio padrao.

* BRANCALION, M. L., Dissertacdo de Mestrado, UNICAMP, Campinas/SP, 2006.
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Figura 27. Estudo da influéncia da vazéo de ar e acetileno para a determinacdo de Pb. Massa de
Pb no comprimido de grafite: 200 ng, massa de Pb no sangue liofilizado: 193,1 ng
(10 mg de sangue). Vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo com 12 furos; cada barra

representa a média de 5 medidas e as barras verticais o respectivo desvio padrao.

Verificou-se que, tanto para Cd quanto para Pb, chamas relativamente
mais oxidantes foram as que proporcionaram os resultados mais semelhantes
entre as massas caracteristicas da solugdo do comprimido de grafite e do
comprimido contendo sangue liofilizado. A vazdo de ar e acetileno de 16 e
2 | min™ foi a escolhida para ambos os elementos. Essas afirmacdes estdo de
acordo com os resultados obtidos em outros trabalhos que empregaram tubos

aquecidos na chama.®?

°BARTZ, F.R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
* BRANCALION, M. L., Dissertacdo de Mestrado, UNICAMP, Campinas/SP, 2006.



Apresentacéo e Discussado dos Resultados 63

4.2.8. Avaliagdo da linearidade da curva analitica utilizando o sistema
MIC-FF-AAS

Para verificar a quantidade de amostra introduzida no sistema MIC-FF-AAS,

primeiramente, foram feitas as curvas de calibracdo com as solugbes de

referéncia de Cd e de Pb adsorvidas no comprimido de grafite (Figuras 28 e 29).

= w » o N
&) o & o &)

absorbancia integrada, s
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Figura 28.

R? = 0,9996

0 20 40 60 80
massa de Cd, ng

Curva de calibracdo obtida para Cd. Vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo sem
modificacdes, vazdo de ar e acetileno: 16 e 2 | min; cada ponto representa a média

de 5 medidas e as barras verticais o respectivo desvio padréo.
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Figura 29. Curva de calibracdo obtida para Pb. Vaz&o de oxigénio: 1 | min™, tubo com 12 furos,
vazdo de ar e acetileno: 16 e 2 | min™; cada ponto representa a média de 5 medidas e

as barras verticais o respectivo desvio padrao.

Para a faixa de massa de analito apresentada na Figura 28 (até 60 ng de
Cd) e na Figura 29 (até 900 ng de Pb), verificou-se boa correlacdo para os
resultados de absorbancia obtidos (teste Pearson r).

Nas Figuras 30 e 31, sdo mostrados os resultados de concentragdo para
Cd e Pb, respectivamente, em comprimidos de grafite contendo sangue liofilizado,

com incremento de massa de sangue liofilizado.
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Figura 30. Resultados de concentracdo de Cd obtidos com o incremento de massa de sangue
liofilizado. Vaz&o de oxigénio: 1 | min™, tubo sem modificaces, vazdo de ar e acetileno:
16 e 2 I min™.
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Figura 31. Resultados de concentracdo de Pb obtidos com o incremento de massa de sangue
liofilizado. Vazdo de oxigénio: 1 | min™, tubo com 12 furos, vazdo de ar e acetileno:
16 e 2 I min™,
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Observa-se nas Figuras 31 e 32, que foi possivel a introducdo de até
50 mg de amostra no sistema de combust&o. A partir desta massa, os resultados
de concentracdo de Cd e Pb sdo subestimados. Cabe ressaltar que 50 mg de
amostra correspondem a um comprimido de 80 mg (30 mg de grafite + 50 mg de
sangue liofilizado).

Quando massas maiores que 50 mg sdo empregadas no processo de
combustéo, verificou-se que mais material sélido ficava aderido nas paredes
internas do sistema (Figura 32), necessitando-se fazer a limpeza da camara de

combustéo entre cada queima de amostra.

Material
so6lido
aderido nas
paredes

Figura 32. Camara de combustéo com material da amostra aderido nas paredes internas.

Sendo assim, usou-se um intervalo de massa de 3,5 e 50 mg para a
determinacdo de Cd e Pb pelo sistema MIC-FF-AAS. Os valores de RSD, para Cd
e Pb, foram sempre inferiores a 6%, dentro desta faixa de massa.

As Figuras 33 e 34 apresentam o perfil do sinal analitico para Cd e Pb,
respectivamente, para comprimidos de grafite contendo solucéo de referéncia e
comprimidos de grafite com diferentes amostras sélidas.
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Figura 33. Perfil dos sinais analiticos para determinacdo de Cd apds combustdo de
comprimidos de grafite com solucéo de referéncia e comprimidos de grafite
com diferentes amostras, utilizando os pardmetros instrumentais otimizados.

Os valores indicam a massa de Cd, em ng, para as diferentes amostras.
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Figura 34. Perfil dos sinais analiticos para determinacdo de Pb apds combustdo de
comprimidos de grafite com solucdo de referéncia e comprimidos de grafite
com sangue liofilizado, utilizando os parametros instrumentais otimizados. Os

valores indicam a massa de Pb, em ng, para as diferentes amostras.
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Verificou-se ainda o perfil do sinal de fundo, para Cd e Pb, em solucédo de
referéncia e amostra solida (aproximadamente 10 mg de sangue liofilizado + 30

mg de grafite), conforme pode ser observado nas Figuras 35 e 36.
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Figura 35. Perfil do sinal de fundo para Cd, utilizando os pardmetros instrumentais
otimizados.
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Figura 36. Perfil do sinal de fundo para Pb, utilizando os parédmetros instrumentais

otimizados.
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De acordo com as Figuras 35 e 36, para a determinacdo de Cd e Pb em
amostras de sangue liofilizado por MIC-FF-AAS (com a combustdo de 10 mg de
amostra + 30 mg de grafite), obteve-se valores de sinal de fundo, medidos em
altura de pico, de 0,035 para Cd e de 0,018 para Pb. Desse modo, ndo houve
problemas de correcdo de sinal de fundo.

Comparando a intensidade do sinal de fundo entre Cd e Pb, verificou-se
que este foi maior para Cd, provavelmente em funcdo do uso de tubo sem
modificacdes na base, em comparacao a Pb, onde se utilizou tubo metalico com
12 furos. Desta forma, acredita-se que a chama do sistema de atomizacao
contribua no ambiente para a atomizacdo, em especial para Pb, o que pode
explicar o motivo pelo qual o valor de sinal de fundo tenha sido menor. Esses
resultados foram concordantes com o trabalho de Bartz®, que usou esse sistema
para amostras vegetais.

O sistema MIC-FF-AAS, apresentou valores menores de sinal de fundo em
relacdo ao trabalho de Campos et al.?®, que usou menor massa de tecido vegetal
e obteve valores de sinal de fundo relativamente superiores. Isto se deve,
provavelmente em funcdo da maior difusdo dos vapores apdés a combustdo, ja
gque a distancia percorrida, do sistema de combustdo até o sistema de

atomizacao, em relacdo ao sistema utilizado é consideravelmente maior.

°BARTZ, F. R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.
% CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
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4.2.9. Consideracgdes finais quanto as condicbes de operacao

As condicdes otimizadas de operacdo do sistema MIC-FF-AAS para a

determinacao de Cd e Pb em sangue liofilizado estédo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢des de operacéo otimizadas para o sistema MIC-FF-AAS

Variaveis Condicdes para Cd e Pb
Volume de NH4NO3 50 % (m/v), ul 40
Vazdo de Oy, | min? 1
Vazdes de ar e acetileno, | min™ 16e2
Faixa de massa de amostra, mg 3-50
Massa de grafite, mg 30

4.3. Determinagdo de Cd e Pb em sangue liofilizado pelo sistema
MIC-FF-AAS

ApOs a otimizacdo dos parametros para o0 sistema MIC-FF-AAS,
determinou-se Cd e Pb em sangue liofilizado (Tabela 4), e para avaliar a exatidao
do procedimento, usaram-se materiais de referéncia, bem como a técnica de
ICP-MS (apbs decomposicao por via Umida das amostras). Deve-se ressaltar que,
com o processo de liofilizacdo das amostras, ocorreu uma pré-concentracado dos

analitos, em fator de 3,33, referente a eliminacdo da agua.
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Tabela 4. Resultados para Cd e Pb em sangue liofilizado e material de referéncia

(resultados em pg g%, 3<n<5).

o ateria Valor Técnica (ug g7)
emento ateria ifi
certificado 1\~ FE_AAS ICP-MS
(Mg g)
Sangue ; 0,62 +0,03 0,67 + 0,04
liofilizado 1*
Sangue )
liofilizado 2* < 0,006 < 0,002
Cd Sangue
liofilizado 3* ] < 0,006 < 0,002
DOLT-2 20,80 +0,50 20,64 +0.21 ]
Figado de ; 7.29+041 7.15+0.25
frango
Sangue ; 18,98+0,33 20,22 +1,46
liofilizado 1*
Pb  Sangue ; <0.65 0,18 + 0,02
liofilizado 2*
Sangue )
liofilizado 3* <065 0172003

* Considerando um fator de concentracdo de 3,33x, referente a eliminacdo de agua no processo

de liofilizacao.

Os valores de concentracao, para Cd e Pb, obtidos por MIC-FF-AAS, séo

estatisticamente iguais (analise de varianga — ANOVA, intervalo de confianga de

95%) aos valores de referéncia ou aos valores obtidos pela técnica de ICP-MS.

Os limites de deteccdo e quantificacdo absolutos (em massa), obtidos

foram de 0,30 e 1,0 ng para Cd e 32,4 e 108 ng para Pb, respectivamente. Como

branco analitico foi considerado o valor obtido pela combustédo do papel de filtro e

da grafite utilizada no procedimento. Considerando-se a combustdo de 50 mg de

sangue liofilizado, foi possivel a obtencéo de limites de quantificacéo de 20 ng g*

e 2,2 ug g* para Cd e Pb, respectivamente.
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Na Tabela 5, determinou-se a concentracdo de Cd e Pb em duas amostras
de sangue, considerando a amostra de sangue em base seca (liofilizada) e em

base umida (sangue total).

Tabela 5. Concentracao de Cd e Pb em amostras de sangue (n=3).
Cd Pb

Amostras Sangue 2 Sangue 3 Sangue 2 Sangue 3
Liofilizado, ygg*° < 0,006 < 0,006 < 0,65 < 0,65
Total, pg dI* <0,17 <0,17 <18,8 <18,8

* Considerando o fator concentracdo de 3,33x, referente a eliminacdo da agua no processo de

liofilizacao.

Verificou-se que os valores de concentragcbes de Cd e Pb no sangue
liofilizado 2 e 3 estdo abaixo dos limites de deteccdo do sistema MIC-FF-AAS
(Tabela 4). Adicionalmente, os valores para Pb no sangue total estdo abaixo do
valor do IBMP (60 pg dI'Y). Para Cd, ndo existem limites, segundo a legislacéo
brasileira, deste elemento para amostras de sangue, pois o controle € feito
através da urina. Na Alemanha, o valor de Cd comumente encontrado no sangue
de adultos é de 0,1 pg dI*, da mesma ordem de grandeza do limite de deteccéo
do sistema MIC-FF-AAS.

Comparando os valores de Cd e Pb em sangue encontrados, recentemente no

1.8, que foram de 0,2 pg dI"* para Cd e de 9,0 até 28,2 ug dI*

trabalho de Neto et a
para Pb, determinados por GF AAS, os valores encontrados para Cd e Pb nos
sangues 2 e 3, por MIC-FF-AAS estdo na mesma ordem de grandeza.

Alguns parametros do sistema MIC-FF-AAS foram comparados com outros
procedimentos que empregam a analise de amostras solidas por F AAS e de

solucdes por F AAS (Tabela 6).

% NETO, J.A.G. et al., J. Anal. Atomic. Spectrom. 19 (2004) 917-922.
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Tabela 6. Massa de amostra (m), limite de deteccdo e massa caracteristica em

diferentes procedimentos de andlise por espectrometria de absorcao

atbmica com chama.

Cd Pb

Técnica

m(mg) LD(ngg’) mo(ng) m(mg) LD(ngg’)  mo(ng)

Procedimento

50 6 0,05 50 648 4,5
proposto por
MIC-FF-AAS
MIC-FF-AAS® 60 2,7 0,05 60 240 4,1
F AAS™® - 10.10%"  1,08* - 100.10%*" A0*
SS-F AAS* 21 11 0,19 - - -
SS-F AAS? 10 30 0,2 10 1620 4.4
SS-F AAS?® 2 - 0,006 2 - 0,35
Sistema de - - - 0,01 - 0,1
Delves®
*100 ** decomposicdo de 100 mg de amostra, com afericdo a 25 ml.

Pode-se observar um incremento de 22 vezes para Cd e 9 vezes para Pb,

em termos de massa caracteristica do procedimento proposto neste trabalho em

relacdo & andlise de solucdes decompostas por F AAS'®. Para Cd e Pb, a massa

de amostra possivel de ser empregada no sistema foi a maior quando comparada

com as demais, exceto ao trabalho proposto por Bartz’, que foi de 60 mg de

amostra, provavelmente, devido a matriz de amostra utilizada, em comparacgéo a

amostra biolégica, como sangue, que possui maior matéria organica. Para Cd e

Pb, os limites de deteccdo foram relativamente inferiores somente ao trabalho

proposto por Bartz® (Tabela 6).

® BARTZ, F. R., Dissertacdo de Mestrado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2007.

'8 BERNDT, H., GASPAR, A., Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 587-597.

2’ CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Braz. Chem. Soc. 1 (1990) 66-71.

%8 CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
%2 COSTA, A. B., Tese de Doutorado, PPGQ, UFSM, Santa Maria/RS, 2004.

% DELVES, H. T., Analyst 95 (1970) 431-438.
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Em comparacdo ao trabalho de Campos et al.?®

(introducéo direta dos
vapores gerados em um tubo posicionado sobre a chama do espectrometro), a
massa caracteristica do método proposto foi superior para os dois elementos
estudados. Provavelmente, a eficiéncia de transporte dos vapores no

procedimento de Campos et al.?®

€ superior ao procedimento proposto, mesmo
porque a distancia entre a camara de combustao e o espectrometro e a vazao de
oxigénio empregada, sdo maiores para a técnica MIC-FF-AAS, havendo maior
dispersédo dos vapores gerados no processo de combustéo.

Em comparacdo ao trabalho de Delves®, que apresentou melhor massa
caracteristica para a determinagdo de chumbo, foi verificado a introdugcédo de
massa relativamente menor em relacdo a todos os demais trabalhos, além de se
obter valores de RSD relativamente maiores.

Verificou-se a frequéncia de determinacéo pelo sistema MIC-FF-AAS, que
foi de 15 determinac¢des por hora (excluindo as etapas prévias até a confeccéo
dos comprimidos com grafite). Comparando a frequiéncia de determinacéo
utilizando um equipamento de GF AAS, dependendo das condi¢cbes aplicadas, &
de aproximadamente 20 determinacdes por hora, verifica-se que se encontram na

mesma ordem de grandeza.

8 CAMPOS, R. C., CURTIUS, A. J., BERNDT, H., J. Anal. At. Spectrom. 5 (1990) 669-673.
% DELVES, H. T., Analyst 95 (1970) 431-438.



5. CONCLUSAO

O sistema MIC-FF-AAS utilizado para a determinagdo de Cd e Pb em
sangue liofilizado permitiu a eliminacdo da etapa de decomposi¢cdo da amostra
por via Umida, embora tenha que se fazer um prévio tratamento da amostra como
a liofilizacdo. O acoplamento do sistema de combustdo com o de atomizacdo
empregando tubo metalico, permitiu melhores resultados referentes a
sensibilidade e LQ, com relacdo a sistemas convencionais baseados na
decomposicdo da amostra e atomizacao por F AAS.

O sistema de combustao é de facil montagem e limpeza, sendo possivel de
ser adaptado a espectrometros de absor¢gédo atdbmica com chama convencionais.
A possibilidade de calibracdo com solucdo de referéncia adsorvida em
comprimidos de grafite € uma vantagem, em termos de custo e praticidade, em
relacdo ao uso de materiais de referéncia certificados sélidos, conforme proposto
para trabalhos com analise direta de sélidos encontrados na literatura.

Resultados concordantes foram obtidos na determinagédo de Cd e Pb em
amostras biolégicas, em comparacdo com valores de referéncia e os valores
obtidos pela técnica de ICP-MS (ap6s decomposicao por via umida).

Dessa forma, a quantificacdo de Cd e Pb em diferentes amostras sélidas
de matriz relativamente complexa por MIC-FF-AAS pode ser investigada,
tornando-se uma alternativa promissora, aliando as vantagens da combustéo de
amostras solidas e da espectrometria de absor¢cdo atdmica com tubo aquecido na

chama.
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