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RESUMO 
 
 

DETERMINAÇÃO DE Cl, I e Hg DE FORMA DIRETA EM AMOSTRAS 
DIVERSAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA E 
MOLECULAR DE ALTA RESOLUÇÃO COM FONTE CONTÍNUA EM 

FORNO DE GRAFITE  
 
 

AUTORA: ANANDA FAGUNDES GUARDA 
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CÍCERO DO NASCIMENTO 

 

 

Foram desenvolvidos três métodos analíticos para a determinação de cloro, iodo e 

mercúrio em amostras sólidas e líquidas, de forma direta por espectrometria de 

absorção atômica e molecular de alta resolução com fonte contínua em forno de 

grafite. O primeiro método objetivou a determinação de cloro em amostras sólidas e 

em suspensão de diferentes naturezas e teores de cloro (CRM 81002b cabelo 

humano, SRM 1568b farinha de arroz, ERM EC681 polietileno, CRM BCR 460 

carvão, SRM 2692c carvão betuminoso, SRM 1575 folha de pinheiro, CRM 686-1 

óxido de ferro, SEM 1549 leite em pó), através da formação molecular de CaCl. Os 

resultados foram comparados com os já existentes para a molécula de SrCl e 

mostraram-se superiores, especialmente em amostras com alto teor de cálcio. O 

limite de detecção e quantificação obtidos para as duas linhas de absorção 

molecular de CaCl foram de 2,6 e 8,7 ng (620,862 nm) e 14,2 e 61,6 ng         

(377,501 nm), respectivamente. Já a determinação de iodo realizou-se através da 

formação da molécula de SrI, em duas amostras de medicamentos contendo iodo.  

A exatidão do método foi comprovada através de analise comparativa por 

espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente. Os resultados 

obtidos se mostraram superiores em comparação com molécula já existente BaI que 

não proporciona a determinação direta em sólidos. O limite de detecção e 

quantificação obtidos foram de 0,035 e 0,117 μg, respectivamente. Por fim, foi 

desenvolvido um método analítico para a determinação de mercúrio em amostras de 

sangue (SERONORM® LEVEL III e II) e urina (SERONORM®, Clincheck Control 

nível I e II lote 432 e nível II lote 923) certificadas, de forma direta, utilizando 

nanopartículas de ouro. O método foi comparado ao método já existente que utiliza 

permanganato de potássio como agente oxidante. O limite de detecção e 

quantificação obtidos foram de 0,057 e 0,190 ng, respectivamente. 

 

Palavras-chave: CaCl. Cloro. SrI. Iodo. Mercúrio. Amostra sólida. Amostragem 

direta. HR-CS GF AAS. HR-CS GF MAS. 
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ABSTRACT 
 
 

DETERMINATION OF CI, I, AND Hg DIRECTLY IN DIFFERENT 
SAMPLES BY HIGH-RESOLUTION CONTINUUM SOURCE ATOMIC 
AND MOLECULAR ABSORPTION SPECTROMETRY IN GRAPHITE 

FURNACE 
 
 

AUTHOR: ANANDA FAGUNDES GUARDA 
ADVISOR: PROF. DR. PAULO CÍCERO DO NASCIMENTO 

 

 

Three analytical methods were developed for the determination of chlorine, iodine 

and mercury in solid and liquid samples, directly by high resolution continuum source 

atomic and molecular absorption spectrometry in graphite furnace. The first method 

objected the determination of chlorine in solid and slurry samples of different natures 

and chlorine contents (CRM 81002b human hair, SRM 1568b rice flour, ERM EC681 

polyethylene, CRM BCR 460 coal, SRM 2692c bituminous coal, SRM 1575 sheet Of 

pine, CRM 686-1 iron oxide, SRM 1549 powdered milk) through the molecular 

formation of CaCl. The results were compared with those already available for the 

SrCl molecule and were superior, especially in samples with a high calcium content. 

The limit of detection and quantification obtained for the two molecular absorption 

lines of CaCl were 2.6 and 8.7 ng (620.862 nm) and 14.2 and 61.6 ng (377.501 nm), 

respectively. The iodine determination was performed through the formation of the 

SrI molecule in two samples of medicines containing iodine. The accuracy of the 

method was proved by comparative analysis by inductively coupled plasma mass 

spectrometry. The results obtained were higher compared to the existing BaI 

molecule that does not provide direct determination in solids. The limit of detection 

and quantification obtained were 0.035 and 0.117 μg, respectively. Finally, an 

analytical method for the determination of mercury in blood samples (SERONORM® 

LEVEL III and II) and urine (SERONORM®, Clincheck Control level I and II batch 432 

and level II batch 923) were developed, directly, using gold nanoparticles. The 

method was compared to the existing method that uses potassium permanganate as 

oxidizing agent. The limit of detection and quantification obtained were 0.057 and 

0.190 ng, respectively. 

 

Keywords: CaCl. Chlorine. SrI. Iodine. Mercury. Solid sample. Direct sampling. HR-

CS GF AAS. HR-CS GF MAS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em razão da necessidade e dificuldade do monitoramento de elementos 

voláteis como o cloro, iodo e mercúrio em amostras de alta complexidade, este 

trabalho propõe o desenvolvimento de métodos analíticos que permitam a 

determinação desses elementos através da análise direta em amostras sólidas e 

líquidas. A técnica utilizada foi a espectrometria de absorção molecular e atômica de 

alta resolução com fonte contínua em forno de grafite (HR-CS GF MAS, do inglês, 

High Resolution-Continuum Source Graphite Furnace Molecular Absorption 

Spectroscopy e HR-CS GF AAS, High Resolution-Continuum Source Graphite 

Furnace Atomic Absorption Spectroscopy). 

Para melhor compreensão, após uma breve revisão sobre a técnica utilizada, 

é apresentado 3 capítulos que correspondem ao desenvolvimento de métodos 

analíticos para a determinação de cloro, iodo e mercúrio, respectivamente. A 

exatidão de todos os métodos foi avaliada em amostras certificadas, através da 

análise direta de amostras na forma sólida e líquida e na ausência das mesmas, a 

avaliação deste parâmetro foi realizada por comparação utilizando método de 

referência.  

Os elementos não metálicos, como o iodo e cloro, foram analisados sob a 

forma diatômica inédita, CaCl e SrI, sendo comparados os resultados obtidos com 

os de outras moléculas previamente descritas na literatura. Já o mercúrio, ao utilizar 

nanopartículas de ouro como estabilizador foi possível ser melhorados seus limites 

de detecção e a aplicabilidade do método em amostras de forma direta, quando 

comparado aos resultados já existentes na literatura. 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral desta tese foi desenvolver métodos analíticos para a 

determinação de cloro, iodo e mercúrio empregando a análise direta, em amostras 

de alta complexidade. Além disso, os métodos foram aplicados em amostras 
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certificadas, e na ausência delas, utilizou-se um método de referência para a 

confirmação dos resultados. 

A otimização dos métodos analíticos envolveu a adequada escolha do 

comprimento de onda de trabalho, escolha de modificadores químicos e suas 

massas. Além disso, para os elementos cloro e iodo que foram analisados na forma 

molecular, a otimização da massa do reagente formador da molécula também foi 

realizada. 

Após a otimização dos três métodos, os mesmos foram aplicados em 

amostras biológicas, industriais, farmacêuticas e ambientais, com diferentes 

concentrações dos analitos. 

Os resultados obtidos foram comparados com os previamente relatados na 

literatura. Dessa maneira, também se propõem alternativas e melhorias nos métodos 

já existentes. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA DE ALTA RESOLUÇÃO COM 

FONTE CONTÍNUA (HR-CS AAS) 

 

2.1.1 Histórico 

 

Bunsen e Kirchoff são os responsáveis pelo desenvolvimento do primeiro 

espectrômetro relatado na literatura, datado na segunda metade do século XIX. Eles 

utilizavam uma fonte contínua de radiação, a única acessível na época (KIRCHOFF; 

BUNSEN, 1861). Como não estava disponível uma tecnologia suficientemente 

adequada para diferenciar os pequenos espectros subtraídos de um espectro de 

uma fonte luminosa, a espectrometria de absorção atômica perde o interesse e 

espaço no meio científico para a emissão ótica, sendo esta a técnica que 

predominou até a primeira metade do século XX. 

Alan Walsh em 1952, após muitos anos de pesquisa, não consegue entender 

o negligenciamento do espectro de absorção atômica e calcula então, um requisito 

básico para consegui-lo: a resolução do espectrômetro teria que ser de no mínimo 2 

picômetros (pm) se uma fonte contínua de emissão fosse utilizada, o que era 

totalmente incompatível com a resolução oferecida pelo melhor espectrômetro 

disponível. Uma vez que este requisito era inalcançável para a época, a maneira 

encontrada de realizar medidas quantitativas de absorção atômica seria então trocar 

a fonte luminosa contínua por uma que, ao invés de apresentar um amplo espectro, 

apresentasse um espectro mais estreito possível, isto é, uma fonte de linha para que 

fosse desnecessária a presença de um monocromador de alta resolução. Dessa 

forma, a função do monocromador seria somente separar a linha de medida de 

outras linhas emitidas pela fonte (WALSH, 1974). 

O primeiro relato de construção de uma lâmpada de fonte de linha (LS, do 

inglês Line Source) foi realizado por Louis Karl Heinrich Friedrich Paschen 

(PASCHEN, 1916). Porém, com o interesse do grupo de pesquisa de Alan Walsh 

pelo desenvolvimento da espectrometria de absorção atômica, os mesmos 
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desenvolveram um modelo de lâmpada de cátodo oco mais parecido com o que 

temos atualmente. Sem a insistência em descobrir uma emissão de luz adequada 

para a técnica, a espectrometria de absorção atômica provavelmente não seria uma 

técnica com tamanha aceitação no meio científico como possui atualmente (WALSH; 

JONES, 1960). 

Apesar da consolidação da técnica de espectrometria de absorção atômica 

com fonte de linhas, realizada com base no desenvolvimento da pesquisa de Walsh, 

a mesma ainda possuía algumas limitações, como por exemplo: (i) incapacidade de 

análise multielementar, já que é necessário ter uma lâmpada para cada elemento, 

(ii) pouca informação sobre o ambiente espectral, uma vez que os intervalos 

espectrais emitidos pela fonte de linha são estreitos, (iii) lâmpadas com baixa 

energia para uma gama de elementos como os não metais e terras raras e (iv) 

correção de fundo por efeito Zeeman, que apesar de ser um avanço importante, não 

é adequada em alguns casos (WELZ et al., 2005). 

Por isso, a pesquisa sobre a utilização da fonte contínua como fonte luminosa 

se manteve paralela ao sucesso e plena consolidação da fonte de linha. O primeiro 

relato na literatura que utiliza uma fonte contínua em uma medida utilizando 

espectrometria de absorção atômica foi realizada em 1974 por Keliher e Wohlers, 

que utilizaram um monocromador de alta resolução de grade de echelle. Na época a 

limitação encontrava-se na fonte de linha de emissão, onde a mesma possuía baixa 

potência (150 W) e, portanto, baixa energia em comprimentos de onda abaixo de 

320 nm, onde muitos analitos possuem suas linhas mais sensíveis (KELIHER; 

WOHLERS, 1974). 

Por mais 25 anos, pesquisadores continuaram o desenvolvimento de uma 

adequada fonte contínua, destacando nesse período o grupo de pesquisa de 

O’Haver e Harnly. Porém o maior avanço em HR-CS AAS (do inglês, High 

Resolution – Continuum Source Atomic Absorption Spectrosmetry) foi realizado por 

Beacker-Ross, em Berlin, na Alemanha em 1996. Eles, diferentemente dos 

pesquisadores supracitados, não partiram de equipamentos disponíveis e tentaram 

modifica-los, e sim, determinaram os constituintes ideais para um HR-CS AAS e 

começaram a fabricá-los, começando pela fonte contínua adequada, depois o 
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espectrômetro e por fim o detector. Nessa época eles desenvolveram o equipamento 

mais semelhante ao que se encontra no mercado atualmente (WELZ et al., 2005). 

 

2.1.2 Instrumentação e funcionamento 

 

O instrumento desenvolvido pelo grupo de Becker-Ross basicamente 

consistia de uma lâmpada de fonte contínua de emissão de arco curto de xenônio, 

operando no modo hot-spot, com alta intensidade, com emissão de 190 a 900 nm. 

Possui um duplo monocromador, composto de um prisma e uma rede echelle, que 

resolve a radiação contínua emitida pela fonte. Por último, um detector com arranjo 

linear de dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglês Charge-Coupled Device). A 

seguir, o Esquema 1 mostra a representação da instrumentação do HR-CS AAS. 

 

Esquema 1 – Instrumentação de um espectrômetro de absorção atômica de alta 

resolução com fonte contínua. Na figura, têm-se: (1) lâmpada de arco curto de 

Xenônio; (2) espelhos elipsoidais focalizadores; (3-4) atomizador (chama ou forno de 

grafite); (5) fenda de entrada do monocromador; (6) espelhos parabolóides; (7) 

prisma; (8) fenda intermediária ajustável; (9) rede echelle e (10) detector CCD. 

 

 

Fonte: WELZ, B. et al, High-Resolution Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry – The 

Better Way to do Atomic Absorption Spectrometry, p. 38, Weinhein: Wiley – VCH, 2005. 
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A fonte luminosa, representada pelo número 1 no Esquema 1, sendo uma 

lâmpada de arco curto de xenônio, é constituída basicamente de dois eletrodos de 

tungstênio distanciados por aproximadamente 1 mm, em uma atmosfera de xenônio 

com pressão de 15 bar, quando fria. Apesar de apresentar uma estrutura parecida 

com as lâmpadas de arco tradicionais, esta opera no chamado modo hot-spot. Esse 

modo de operação baseia-se no surgimento de um pequeno plasma (menor que 0,2 

mm) próximo a superfície do cátodo. Isso é devido ao material utilizado nos 

eletrodos, a curta distância entre eles e a alta pressão da atmosfera de Xe (quando 

em funcionamento faz com que a pressão aumente um fator de 3 ou 4 vezes) 

gerando um pequeno plasma com temperatura de aproximadamente 10.000 K. Para 

manter a temperatura da lâmpada em uma condição operável, a mesma possui um 

sistema de refrigeração próprio. 

Devido ao pequeno tamanho de plasma obtido, o mesmo possui um 

movimento aleatório, sendo necessária a correção do seu posicionamento. Para 

isso, existe um sistema de estabilização ativa do feixe, constituído de um espelho 

elipsoidal controlado por um dispositivo piezoelétrico, localizado em frente a 

lâmpada. O mesmo garante a passagem do adequado feixe de radiação que 

passará pelo atomizador e chegará até o monocromador, sendo ilustrado pelo 

número 2 do Esquema 1. Com todas essas configurações, a intensidade de emissão 

ultrapassa a lâmpada de cátodo oco convencional em até 3 ordens de grandeza 

(BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005). 

A radiação, após a passagem pelo atomizador (chama ou forno de grafite, 

representados pelos números 3 e 4 do Esquema 1), chega até a fenda de entrada 

do monocromador, representado pelo número 5 do mesmo esquema.  

Após a passagem pela fenda, a radiação é dirigida até um duplo 

monocromador, denominado DEMON (do inglês, Double-Echelle Monochromator). O 

primeiro monocromador é constituído por um prisma em arranjo Littrow 

(representado pelo número 7 do Esquema 1) e tem a função de obter uma prévia 

dispersão da radiação. O mesmo realiza essa função através da rotação do prisma e 

da rede de echelle por um motor de passos. 
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Após a prévia dispersão da radiação contínua a mesma passa por uma fenda 

intermediária (representada pelo número 8 do Esquema 1) de largura ajustável, 

estreitando ainda mais o espectro. A fração do espectro selecionado então chega a 

segunda parte do monocromador, a rede echelle (número 9 do Esquema 1), 

responsável pela alta resolução do espectro. 

Em um monocromador de alta resolução como o descrito, faz-se necessário 

um sistema de estabilização para prevenir qualquer flutuação do sistema. Para tal, 

uma lâmpada de neônio, que emite linhas relativamente estreitas, é posicionada em 

frente a fenda intermediária. Nessa posição a radiação da lâmpada de neônio não 

passa pelo prisma, sendo as linhas separadas somente pela rede de echelle, onde a 

luz emitida por esta lâmpada deve atingir uma determinada posição na rede e assim 

chegar ao detector, atingindo um pixel correspondente. Dessa maneira, o motor de 

passos ajusta a posição da rede echelle. 

O espectro então, altamente resolvido pelo duplo monocromador, chega ao 

detector constituído de um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD), 

de tamanho unitário 24 x 24 µm (representado pelo número 10 do Esquema 1). Além 

de ser sensível na região UV o mesmo possui 512 x 58 pixels, onde cada pixel 

possui um amplificador individual, ou seja, o equipamento opera com 512 detectores 

independentes, sendo 200 o número de pixels utilizado para fins analíticos. Os 

outros pixels são utilizados para registro da vizinhança da linha analítica e para 

corrigir eventos espectrais indesejáveis. Dessa maneira, a resolução do detector 

atinge 2 pm por pixel na região do ultravioleta distante. 

Além disso, o registro das intensidades é resolvido tanto espectral como 

temporalmente, possibilitando a informação do ambiente espectral cerca de 0,2 nm 

para cada lado da linha analítica principal. Unindo as informações geradas temos um 

espectro de duas e três dimensões, fornecendo uma informação clara e temporal do 

sinal analítico, além de informações sobre o ambiente espectral em que o sinal de 

interesse se encontra (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005). 

Devido à grande quantidade de informação, o instrumento é controlado por 

um software que permite o processamento total dos dados e os apresenta de forma 

fácil e completa. Além disso, possui a capacidade de corrigir automaticamente 
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eventos contínuos que atingem de maneira similar todos os pixels do detector. Essa 

correção somada a alta intensidade da fonte contínua de emissão torna 

desnecessária a modulação da radiação, uma vez que a emissão de radiação 

proveniente do atomizador ou flutuações da fonte são eventos contínuos e são 

corrigidos automaticamente (BORGES et al., 2005). 

O software também permite a correção de outras espécies que absorvam 

radiação no intervalo espectral do analito, mesmo se houver sobreposição espectral 

e temporal. A correção é realizada pela subtração de um espectro de referência, que 

pode ser obtido pela análise de uma solução padrão do interferente. O mesmo 

realiza a subtração espectral através de funções matemáticas, utilizando um 

algoritmo dos mínimos quadrados. Detalhes desses procedimentos de correção são 

descritos no próximo item. 

 

2.1.3 Correção de fundo e espectral   

 

A radiação emitida pela fonte luminosa, ao passar pelo atomizador, pode ser 

modificada não somente pela absorção pelo analito, mas também por eventos 

chamados de “contínuos” e “descontínuos ou fundo”.  

Eventos contínuos são os que se repetem independente da presença do 

analito, como por exemplo, a luminosidade proveniente da fonte de atomização ou, 

ainda, o ruído da lâmpada de arco curto de xenônio (flicker noise). Quando isso 

acontece, os pixels do detector são iluminados simultaneamente e da mesma forma, 

sendo realizada a correção automaticamente pelo equipamento. Assim, a 

possibilidade de conhecer o ambiente espectral que se encontra o sinal analítico, 

além de trazer informações sobre a composição da amostra e identificar possíveis 

interferentes, faz com que o equipamento identifique de forma eficiente eventos 

contínuos e possa, automaticamente, eliminar o sinal do resultado final. Essa 

correção é importante, uma vez que ao realizá-la, aumenta-se a relação sinal/ruído 

(S/N, do inglês signal/noise) e consequentemente, melhora o limite de detecção. 

Já o evento descontínuo ou fundo se dá pela absorção de radiação pelo 

analito e de outros elementos ou moléculas diatômicas coexistentes no atomizador. 
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Quando isso acontece, a absorção molecular pode causar sérios problemas na 

espectrometria de absorção atômica por fonte de linhas (LS AAS, do inglês Line 

Source Atomic Absorption Spectrometry), pois dependendo do tipo de corretor de 

fundo, a correção pode ser ineficiente.  

Isso é facilmente e simultaneamente corrigido no HR-CS AAS. Esses eventos 

não são corrigidos automaticamente, porém esta correção não é necessária se o 

sinal do interferente não se sobrepõe ao sinal do analito, ou seja, se não ocorrem no 

mesmo pixel de detecção do analito. Se isso acontecer, ainda existe a possibilidade 

da separação temporal do sinal de interesse em relação ao sinal de fundo 

modificando o tempo de integração, otimizando o programa de temperatura na 

tentativa de eliminar o átomo ou molécula interferente ou ainda, com a adição de 

modificadores químicos. Quando a separação temporal não é possível, a correção 

pode ser realizada através da subtração de um espectro de referência. Ou seja, ao 

conhecer o átomo ou molécula que está causando a interferência, gera-se um 

espectro de referência desta espécie através da medida do seu padrão (sólido ou 

líquido). Após o registro, o software possibilita salvar o mesmo para que este possa 

ser subtraído do espectro do qual se deseja eliminar a interferência através de um 

algoritmo, sendo essa correção denominada correção de fundo por mínimos 

quadrados (LSBC, do inglês Least-Squares Background Correction). 

A aplicação dessa correção LSBC elimina a correção específica de fundo, 

mas nem sempre é necessário realizar experimentos para conhecer a identidade do 

interferente. As maiorias destes são normalmente provenientes de moléculas 

diatômicas, onde as mesmas possuem um espectro rotacional de estrutura fina, 

sendo comumente encontrados na literatura (WELZ et al., 2005). 
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2.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO MOLECULAR DE ALTA RESOLUÇÃO 

COM FONTE CONTÍNUA (HR-CS MAS) 

 

A possibilidade da medida de absorção molecular é dada pelo uso de uma 

fonte de contínua, pois a mesma proporciona os comprimentos de onda e energia 

suficientes para determinações desse tipo associado a um detector capaz de corrigir 

eventos contínuos provenientes de moléculas poliatômicas. Dessa maneira, é 

possível a análise de elementos não metálicos como o iodo e cloro, que formam 

moléculas diatômicas estáveis que absorvem a radiação dentro da faixa de trabalho 

da lâmpada e proporcionam linhas de absorção com largura compatível com as 

linhas atômicas. Mais detalhes deste tipo de análise serão descritos a seguir. 

 

2.2.1 Espectro molecular 

 

O espectro molecular consiste em diferentes transições e cada uma delas 

possui sua energia específica. Porém, assim como nos átomos, essas transições 

também podem ser quantizadas. Todavia, por possuir graus de liberdade a mais, 

quando comparadas aos átomos, devido a energias de vibração, rotação e transição 

eletrônica, o número de estados energéticos possíveis de se encontrar em uma 

molécula é muito maior do que em um átomo. Dessa maneira, o espectro de uma 

molécula apresenta muito mais linhas de absorção do que o de um átomo e 

consequentemente uma banda larga de absorção é observada sobre uma faixa de 

comprimentos de onda no espectro eletromagnético.  

A energia proveniente da transição eletrônica (Eel) se baseia na interação dos 

núcleos com os elétrons. Já a energia proveniente da vibração (Evib) e rotacão (Erot) 

são devidas aos movimentos dos núcleos, onde a vibracional é proveniente das 

vibrações interatômicas e a rotacional leva em consideração a energia de rotação da 

molécula em torno do centro de gravidade. A energia total associada a uma 

molécula diatômica é dada por: 

 

Etotal = Eel + Evib + Erot                                                 (Equação 1) 
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Onde: 

 

Erot << Evib << Eel                                    (Equação 2) 

 

Enquanto as energias do tipo Evib e Erot estão presentes na região de micro-

ondas até infravermelho, a Eel apresenta absorção na região do visível até o 

ultravioleta e, quando presentes, se tornam uma interferência espectral para os 

sinais atômicos ou podem ser a causa de erro em correções de fundo.  

Esse comportamento pode ser melhor elucidado com a Esquema 2 a seguir, 

que apresenta os espectros de absorção molecular de 1,2,4,5-tetrazina em 

diferentes solventes.  

 

Esquema 2 –  Espectros de absorção molecular de 1,2,4,5-tetrazina na região do    

visível em a) fase gasosa, b) solvente apolar e c) solvente polar.  

 

 

Fonte: SKOOG, D. A., et al., Fundamentos de química analítica, Editora Thomson, 8ª edição, p. 687, 

2006. 
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O composto químico 1,2,4,5-tetrazina em fase gasosa apresenta muitas 

linhas em função das linhas de absorção das transições eletrônicas, vibracionais e 

rotacionais serem diferenciáveis. Já quando a mesma molécula se encontra em um 

solvente apolar como o hexano, as transições eletrônicas podem ser visualizadas e 

as provenientes da estrutura vibracional e rotacional não. Em uma solução aquosa, 

polar, a soma das forças dessas interações intermoleculares leva a esses picos 

eletrônicos fundidos, fornecendo um sinal de absorção continuo (SKOOG, 2006). 

Portanto, a análise por absorção molecular só é possível para moléculas 

diatômicas, pois as mesmas são estáveis nas condições de atomização (altas 

temperaturas) e possuem estruturas rotacionais finas, podendo ser comparados a 

estrutura atômica. Já moléculas poliatômicas, possuem bandas de absorção largas 

devido à grande quantidade de linhas rotacionais que não são resolvidas pelo 

equipamento, sendo tratado como evento contínuo e automaticamente descartado. 

Devido a essa possibilidade e sua importância, a análise elementar de não metais 

por HR-CS MAS vem ganhando cada vez mais destaque. (BORGES et al, 2005; 

WELZ et al, 2005). 

O quadro 1 apresenta uma breve revisão bibliográfica envolvendo elementos 

não metálicos, como enxofre, cloro, iodo, flúor, nitrogênio, bromo e fósforo 

determinados pela técnica supracitada. 

 

Quadro 1 –  Breve revisão bibliográfica sobre elementos não metálicos determinados 

via formação molecular em amostras diversas por HR-CS MAS 

utilizando chama ou forno de grafite como atomizador. 

           (continua) 

Elemento Molécula Amostra Atomizador Referências 

S CS 

Vinho Chama HUANG et al., 2008A 

Ferro fundido Chama HUANG et al., 2006B 

Plantas Chama WANG; LI, 2009 

Amostras 
biológicas 

Forno de 
grafite 

FERREIRA, et al., 2010; 
GUNDUZ; AKMAN, 2015; 

HEITMANN, 2006 

Fungicida e 
fertilizante 

Chama VIRGILIO, et al., 2011 

Carvão e 
petróleo 

Chama 
BAYSAL; AKMAN, 2011; 
KOWALEWSKA, 2011 
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Quadro 1 –  Breve revisão bibliográfica sobre elementos não metálicos determinados 

via formação molecular em amostras diversas por HR-CS MAS 

utilizando chama ou forno de grafite como atomizador.   

                          (continuação) 

S 

CS 

Carvão, petróleo, 
polietileno e aço 

Forno de grafite 
RESANO; FLÓREZ, 2012; 

NAKADI; ROSA; VEIGA, 2013; 
MIOR, et al., 2013 

Diesel Forno de grafite 
HUBER, et al., 2015; NAKADI; 

SOARES; VEIGA, 2014 

Fármacos Chama 
BECHLIN; NETO; NOBREGA, 

2013 

Alimentos e 
bebidas 

Chama 
OZBEK; BAYSAL, 2015; 

ZAMBRZYCKA; ZYLKIEWICZ, 
2014 

Alimentos Forno de grafite OZBEK; AKMAN, 2013 

SH 
Fungicida e 
fertilizante 

Chama VIRGILIO, et al., 2011 

SnS 

Água Forno de grafite 
BAUMBACH; LIMBURG; EINAX, 

2013 

Carvão Forno de grafite BAUMBACH; EINAX, 2014 

Óleo cru de 
petróleo 

Forno de grafite CADORIM, et al., 2016 

Cl 

CaCl 
Amostras sólidas 

diversas 
Forno de grafite GUARDA, et al., 2016 

SrCl 
Amostras 
biológicas 

Forno de grafite PEREIRA et al., 2014 

InCl Leite em pó Chama HUANG et al., 2006A 

AlCl Alimentos  Forno de grafite 
HEITMANN et al., 2006; 

FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 
2012 

I BaI Medicamentos Forno de grafite HUANG et al., 2009 

F GaF 

Minério de zinco 
e proteína 

Forno de grafite HEITMANN et al., 2006 

Água e sal Forno de grafite 
    GLEISNERA; WELZ; EINAX, 

2010 

N NO 
Água e 

fertilizante 
Chama HUANG et al., 2010 

Br 
AlBr e 
CaBr 

Sal e fármaco Forno de grafite HUANG et al., 2008B 

P PO 

Ferro fundido Chama HUANG et al., 2005                                        

Amostras 
biológicas 

Forno de grafite 
RESANO; BRICEÑO; BELARRA, 

2009B 
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2.2.2 Correção de fundo e espectral 

 

Em termos práticos, toda a radiação que passa através do atomizador não é 

absorvida somente pelos átomos de interesse, mas também pode ser absorvida por 

alguma molécula gasosa ou, ainda, algum radical que possa estar presente. Além 

disso, a radiação pode ser espalhada por partículas que podem estar presentes no 

atomizador. As moléculas gasosas, por possuírem muitos graus de liberdade, não 

apresentam uma fina estrutura, apresentando uma banda larga de absorção em um 

intervalo espectral. Ademais, esse tipo de sinal não sofre alteração, ou seja, atinge 

todos os pixels do detector ao mesmo tempo. 

As moléculas podem estar presentes no atomizador devido a constituição da 

amostra ou mesmo do atomizador, sendo mais comumente encontradas na chama. 

Já a radiação que é espalhada, normalmente é encontrada em matrizes que 

possuem em sua constituição elementos refratários e que não puderam ser 

eliminados na etapa de pirólise. Da mesma forma que as moléculas, esse tipo de 

diminuição da radiação que chega ao atomizador, sendo lida pelo detector como 

absorção, é classificada como um evento contínuo por não possuir uma estrutura 

fina definida. Dessa maneira, toda a atenuação da radiação que não se deve a 

absorção específica pelo analito, é chamada de absorção de fundo ou, ainda, não 

específica. 

Como a medida de absorção não é uma medida absoluta e sim, uma medida 

da absorção total subtraindo-se o sinal da absorção do fundo, a investigação de 

como realizar a medida de fundo corretamente, sempre esteve em discussão. Nos 

espectrômetros de fonte de linha convencionais isso era realizado de duas formas: 

através da correção da lâmpada de deutério ou a correção por efeito Zeeman. 

Esses dois tipos de correções possuem suas limitações e introduzem erros 

quando não realizadas adequadamente, uma vez que nesse tipo de técnica é pouco 

provável que se saiba qual é fonte que está contribuído para o surgimento desse 

sinal de fundo. Os dois tipos de correções funcionam relativamente bem, porém 

quando o sinal analítico sofre alguma flutuação, devido à baixa concentração, essas 

correções não conseguem distinguir os tipos de absorção. 
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Dentre os tipos de correção mencionados, se destaca aquele por efeito 

Zeeman, que apresenta excelente correção, exceto para moléculas ou átomos que 

sofrem alteração na absorção quando estão sob efeito de um campo magnético, o 

que não acontece para certas moléculas, como a de fósforo (PO). 

Já no HR-CS MAS (do inglês, High Resolution – Continuum Source Molecular 

Absorption Spectrometry) o processamento do sinal ocorre da seguinte maneira: 

primeiramente, um espectro negro, ou seja, com o bloqueio da luminosidade emitida 

pela lâmpada de arco curto de xenônio. Depois, logo antes de começar a aplicar a 

rampa de temperatura, o feixe luminoso passa pelo atomizador na ausência de 

qualquer analito ou possíveis interferentes, sendo registrada a intensidade da luz 

como sinal de branco. Isso serve para que a distribuição dos comprimentos de onda 

chegue a locais corretos na rede echelle e atinja os pixels do detector CCD, onde 

registra-se a intensidade média do espectro. 

A próxima etapa é a passagem de luz durante a atomização/vaporização, 

onde um scan da intensidade do analito é registrada, gerando um gráfico de três 

dimensões (intensidade x comprimento de onda x tempo). Pode-se obter três tipos 

de sinais: devido a absorção atômica pelo analito, sinal de fundo e estruturas finas 

de outros analitos atômicos ou moleculares que estejam presentes na amostra ou 

padrões.  

O sinal de fundo é automaticamente removido do espectro final gerado pelo 

equipamento, restando apenas os sinais do analito e mais algum possível 

componente atômico ou molecular da amostra, ambos com estruturas finas e 

definidas. Porém, a presença de outros metais ou ainda espécies moleculares, 

dependendo de sua natureza e quantidade, podem sobrepor o sinal analítico. 

Quando isso acontece, um segundo método de correção pode ser usado, chamado 

de correção matemática por um algoritmo de mínimos quadrados (LSBC).  

Esse tipo de correção matemática se baseia na possibilidade de armazenar 

um espectro de referência dos interferentes e subtraí-los do espectro gerado pela 

análise da amostra real. Esse procedimento acontece através de uma regressão 

linear do espectro de referência, sendo aumentado ou diminuído através de um fator 

de correção. O quadrado da diferença entre as intensidades dos sinais do espectro 
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de referência e o espectro da amostra são calculados pixel por pixel. Dessa forma é 

encontrado um algoritmo de correção, que corrige os sinais estruturados do espectro 

da amostra, sem importar a concentração do interferente (WELZ et al., 2005). 

 

2.2.3 Análise multielementar 

 

A busca pela determinação multielementar simultânea sempre esteve 

presente nas investigações envolvendo espectrometria de absorção atômica, tendo 

menos destaque devido à grande dificuldade instrumental inerente a técnica.  

 Os primeiros relatos da tentativa de construção de um espectrômetro de 

absorção atômica multielementar datam de 1975, onde Aldous e colaboradores 

((ALDOUS; MITCHELL; JACKSON, 1975) utilizam duas lâmpadas multielementares 

de cátodo oco, policromadores, atomizadores de chama e detectores convencionais 

para a determinação de 7 metais em água potável de forma simultânea. Porém, o 

instrumento apresentava baixa sensibilidade quando comparado ao equipamento 

convencional, além de não proporcionar flexibilidade na escolha dos analitos. A 

razão desse desempenho insatisfatório está relacionada com a combinação das 

lâmpadas de cátodo oco, que perdem intensidade devido à divisão e combinação do 

feixe de radiação (ALDOUS; MITCHELL; JACKSON, 1975; AMORIM et al., 2008). 

Devido a isso, a busca por uma fonte de radiação contínua para a 

espectrometria de absorção atômica que proporcionasse uma intensidade adequada 

ganhava destaque. Embora a confecção de uma fonte contínua que trabalhe na 

região do ultravioleta-visível (UV-Vis) do espectro eletromagnético não seja 

realmente difícil de obter, a dificuldade se encontra no isolamento da largura da 

banda pelo monocromador, de baixa resolução. Devido a isso e uma largura 

demasiada grande da fenda, ocorre uma passagem excessiva de radiação e, 

portanto, uma diminuição da sensibilidade e aumento da possibilidade de 

interferências. Além disso, apresentam uma quantidade elevada de ruído e 

consequentemente elevados limites de detecção, relacionados a instabilidade da 

fonte contínua mais intensa. Dessa forma, não se pode trabalhar com esse tipo de 
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fonte em substituição da lâmpada de cátodo oco, se não houver mudanças no 

restante do equipamento. 

Para obter o adequado estreitamento das linhas emitidas pela fonte contínua, 

O’Haver e colaboradores, em 1976, (ZANDER; O'HAVER; KELIHER, 1976) 

utilizaram um policromador de echelle com alta resolução, onde o mesma 

proporcionava um estreitamento maior das linhas espectrais. Já em 1979, Harnly e 

colaboradores (HARNLY et al., 1979) desenvolveram um espectrômetro de absorção 

atômica com fonte contínua para determinações multielementares simultâneas, 

chamado de SIMAAC (do inglês, Simultaneous Multielement Atomic Absorption 

Continuum), que possuía um policromador echelle modificado, uma lâmpada de arco 

curto de xenônio como fonte contínua de emissão. Porém, problemas com a 

estabilização da fonte de emissão dificultaram a viabilidade da técnica (AMORIM et 

al., 2008). 

Com o decorrer dos anos, alguns trabalhos sugeriam a determinação 

simultânea de diversos analitos, ainda que com algumas dificuldades em relação a 

interferência espectral (CORREIA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000; FRESCHI et al., 

2001; SUNG; SHANG, 2003; AJTONY, et al., 2008). 

Atualmente temos disponível no mercado um espectrômetro de absorção 

atômica e molecular de alta resolução com fonte contínua (HR-CS AAS do inglês, 

High Resolution – Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry). O mesmo 

possui uma fonte luminosa de arco curto de xenônio de alta intensidade e um 

monocromador duplo de alta resolução de prisma e echelle, além de um detector em 

arranjo de carga acoplado (CCD), no qual permite uma resolução de 2 pm por pixel. 

Este tipo de instrumentação proporciona uma excelente resolução e 

sensibilidade, onde o detector CCD possui 588 pixels, dos quais somente 200 são 

usados para finas analíticos, e o restante é usado para correções espectrais. Cada 

um desses 200 pixels monitora um intervalo de 1 a 2 pm, o que significa que esse 

instrumento somente consegue obter resultados de um intervalo de 0,2 a 0,3 nm na 

região do ultravioleta e até 0,5 nm na região do visível. Esse intervalo é muito 

estreito, limitando a análise multielementar simultânea para elementos que tenham 

sinais analíticos dentro desta diminuta faixa. 
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Essa limitação é mais acentuada para análises em forno de grafite, onde os 

elementos de interesse são disponíveis todos ao mesmo tempo dentro do 

atomizador. Atomização por chama se torna mais adequada, uma vez que a análise 

multielementar sequencial rápida pode ser realizada sem problemas (RESANO, M. 

et al., 2011). 

Apesar da dificuldade de atomização multielementar por forno de grafite, onde 

cada elemento possui uma particularidade na temperatura de pirólise e atomização e 

também do uso de modificadores, alguns trabalhos apresentam determinações 

simultâneas de metais em diferentes amostras (ADOLFO et al., 2016; DITTERT et 

al., 2009, 2010; OZBEK; OZCAN, 2016A; QUADROS et al., 2010; SANTOS et al., 

2009). 

 

2.2.4 Características e Vantagens  

 

As vantagens do uso da técnica de HR-CS AAS ficam mais evidentes quando 

comparamos suas características com a técnica utilizando LS AAS: 

 

1. Estabilidade do sinal: Como o detector utilizado em HR-CS AAS 

monitora 200 pixels, permite a visualização de eventos espectrais contínuos, como a 

variação da fonte luminosa (flicker noise). Esse aspecto somado a grande 

intensidade da lâmpada de arco curto de xenônio, faz com que sinais mais definidos 

e com elevada sensibilidade sejam obtidos, melhorando o limite de detecção em um 

fator de 3 a 5 vezes quando comparado a lâmpada de cátodo oco. 

2. Ambiente espectral: Por possuir o detector supracitado, além de 

visualizar o sinal analítico, é possível ter uma visão do ambiente espectral em que 

este sinal se encontra, ou seja, possibilita a identificação e monitoramento de 

possíveis interferentes. Dessa maneira, possibilita a visualização do sinal analítico 

(absorvância x tempo) acrescido de um terceiro eixo, o comprimento de onda. 

3. Correção de fundo: A correção de fundo é realizada de forma 

simultânea a obtenção do sinal, ou seja, até mesmo a mais rápida variação de fundo 

é registrada e corrigida. Porém, quando o sinal do interferente (atômico ou na forma 
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de molécula diatômica) estão sobrepostos temporalmente e não puderam ser mais 

bem resolvidos, o programa oferece a possibilidade de eliminação através da 

subtração espectral de referência através da correção matemática de algoritmos 

com mínimos quadrados.  

4. A utilização de uma única fonte luminosa para todos os analitos dentro 

da faixa de trabalho UV-Vis proporciona uma diminuição nos gastos de compra de 

várias lâmpadas. Além disso, devido a sua alta energia de emissão é possível 

utilizar de maneira adequada linhas secundárias. 

5. Análise multielementar: Com a utilização de uma fonte contínua, um 

monocromador duplo de alta resolução e um detector CCD com 200 pixels, a análise 

simultânea pode ser realizada em forno de grafite, desde que as linhas de absorção 

dos analitos estejam próximas. As análises sequenciais, ou seja, em diferentes 

comprimentos de onda para cada analito, normalmente são empregadas por 

atomizadores com chama.  

Apesar de ser encontrado na literatura relatos de análise simultânea ou 

sequencial utilizando LS AAS, muitos problemas relacionados a sensibilidade, 

correção de fundo e estabilização de sinal são descritos (CORREIA; OLIVEIRA; 

OLIVEIRA, 2000; FRESCHI et al., 2001; SUNG; SHANG, 2003; AJTONY, et al., 

2008). 

Além disso, devido a possibilidade de escolha de comprimento de onda aliada 

a um detector CCD, é possível a determinação de elementos não metálicos com 

maior facilidade, através da formação de moléculas diatômicas. Alguns desses 

trabalhos estão relatados no Quadro 1.  

A literatura relata que não há desvantagens na utilização de HR-CS AAS em 

comparação ao uso de um espectrômetro de fonte de linhas convencional, sendo a 

única diferença o preço, uma vez que o espectrômetro de alta resolução com fonte 

contínua é mais recente e possui maior tecnologia em sua fabricação e, obviamente, 

é mais caro. Esse aspecto é de alguma forma amenizado, uma vez que é necessário 

a compra de uma única lâmpada como fonte luminosa e para o espectrômetro 

tradicional é necessário a compra de uma lâmpada para cada elemento de interesse 

(RESANO; RUIZ, 2011; WELZ et al., 2007). 
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3 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA A DETERMINAÇÃO DE 

CLORO UTILIZANDO AMOSTRAGEM SÓLIDA EM ESPECTRÔMETRO DE 

ABSORÇÃO MOLECULAR DE ALTA RESOLUÇÃO COM FONTE CONTÍNUA E 

FORNO DE GRAFITE 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

Cloro é considerado um dos elementos mais abundantes na superfície 

terrestre, sendo encontrado em maior quantidade solubilizado nos oceanos na forma 

de cloreto (~2 %). Devido a sua alta solubilidade, este elemento consegue ser 

facilmente transportado através de diferentes tipos de barreiras geoquímicas, sendo 

rapidamente absorvido por distintos seres vivos e considerado um componente 

essencial para os mesmos. Sua função no corpo humano é basicamente o controle 

adequado da pressão osmótica, equilíbrio ácido-base, proporcionando adequado 

valores de pH à vida. Além disso, também é encontrado no sangue e proporciona 

adequada digestibilidade dos alimentos, uma vez que o ácido clorídrico é um dos 

principais componentes do suco gástrico (FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012; 

GRIZEL et al., 2015; YUDOVICH; KETRIS, 2006). 

A utilização desse elemento em escala industrial, parte da eletrólise de uma 

solução de cloreto de sódio, para a obtenção do cloro elementar, na forma de gás. 

Uma vez liquefeito, o cloro é transportado para uma vasta gama de aplicações, tais 

como: a fabricação de polímeros como o PVC (policloreto de vinila), solventes 

clorados, defensivos agrícolas, branqueamento de celulose, tratamento de águas, 

reagente intermediário na síntese de produtos (anticoagulantes, amaciantes de 

tecidos, produtos automotivos e insumos farmacêuticos), entre outros 

(FERNANDES; GLÓRIA; GUIMARÃES, 2009). 

Porém, na forma elementar, ao entrar em contato com a água, por exemplo, 

presente na mucosa nasal, produz HCl, causando elevada toxicidade aos seres 

vivos. Os sintomas de intoxicação por cloro aparecem instantaneamente após a 

exposição, e podem ser: secreção nasal, lacrimação e dor nas vias aéreas 
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superiores. A concentração de apenas 0,001% de Cl2 pode causar sérios danos ao 

pulmão e com uma concentração de 0,01% pode ser fatal (PEREIRA et al., 2014). 

Devido à importância desse elemento para os seres vivos e seu potencial 

efeito tóxico em certas condições e concentrações, o monitoramento do mesmo 

tanto em amostras de tecido vegetal e animal, combustíveis fósseis e amostras 

industriais são muito importantes (CVJETKO; CVJETKO; PAVLICA, 2010). 

Diferentes técnicas instrumentais são utilizadas para o monitoramento 

qualitativo e quantitativo de cloro, porém a maioria utiliza métodos de decomposição 

de amostras. A decomposição via ácida, ainda que realizada em sistema fechado, 

agrega a possibilidade de contaminação proveniente dos reagentes utilizados, uma 

vez que a presença do elemento monitorado se encontra, muitas vezes, em nível de 

traço. 

A análise direta de sólidos se apresenta como uma alternativa a esse 

problema, uma vez que diminui o tempo de análise, aumenta a sensibilidade, pois 

não há diluição da amostra e reduz o risco de contaminação ou perda por 

volatilização. Em amostras de difícil decomposição, como o carvão, que buscam a 

determinação de elementos voláteis como o cloro, tornam este tipo de análise ainda 

mais atrativa (GOIS et al., 2014). 

 Com base nisso, a recente técnica HR-CS GF MAS, utilizando análise direta 

de sólidos, foi escolhida para investigar a presença de cloro em amostras de 

diferentes naturezas. 
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3.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

O desenvolvimento deste método analítico para a determinação de cloro, 

através da formação da molécula CaCl, utilizando espectrometria de absorção 

molecular de alta resolução com fonte contínua e forno de grafite, teve por principal 

objetivo a análise direta de amostras sólidas e líquidas, com diferentes 

concentrações de cloro. Para que este objetivo geral fosse alcançado, os seguintes 

objetivos específicos foram definidos: 

 

I.     Escolher a melhor molécula e comprimento de onda que proporcione 

a determinação de cloro nas amostras e nos padrões aquosos com 

a adequada sensibilidade; 

 

II.      Otimizar a temperatura de pirólise e vaporização no comprimento de 

onda escolhido;  

 

III.      Escolher o modificador químico adequado para garantir a 

estabilidade e sensibilidade da molécula. 

 

IV.      Otimizar tanto a massa de modificador químico quanto a do 

reagente formador da molécula (cálcio); 

 

V.     Validar o método proposto, onde serão avaliados os parâmetros: 

precisão, limite de detecção e quantificação, exatidão (frente a 

amostra certificada) e massa característica; 

 

VI.     Aplicar o método validado em amostras de natureza distintas para 

comprovar a ampla gama de sua aplicabilidade. 
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3.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.2.1 Cloro 

 

3.2.1.1 Histórico e Características 

 

O elemento cloro foi o primeiro halogênio a ser identificado pelo químico Carl 

William Scheele, em 1774, publicado em De Magnesia Negra, na Suécia. Apesar de 

sua identificação nessa época, sua utilização e investigação sobre sua natureza é 

datada de muito antes disso. A utilização do cloreto de sódio como um sal vital é 

conhecido desde 77 D.C.. A descoberta de W. Scheele foi realizada através do 

aquecimento de ácido clorídrico (conhecido como ácido muriático) e dióxido de 

manganês, que liberava um gás amarelo-esverdeado, o qual possuía odor da água 

régia. Suas conclusões foram de que substâncias ácidas em contato com o óxido de 

manganês, rapidamente o dissolvia, consequentemente o gás liberado deveria ser o 

muriático sem a presença do hidrogênio (WISNIAK, 2002). 

Em 1810, Humphry Davy demonstrou que o elemento não poderia ser 

decomposto, e que o ácido muriático era na verdade, formado de hidrogênio e cloro. 

Dessa forma, reconheceu-se como um novo elemento, dando a ele o nome de cloro, 

devido a sua coloração amarelo esverdeada (PEIXOTO, 2003). 

Somente em 1823, Faraday determinou de forma quantitativa a formação de 

cloretos e cloro liquefeito, sendo somente fabricado em larga escala em 1888, por 

Rudolph Knietsh. Nessa época, o principal uso para o elemento estava relacionado 

ao branqueamento e a desinfecção em hospitais (WISNIAK, 2002). 

Entre 1920 e 1940, o cloro teve um considerado aumento na participação 

como matéria prima de diversos solventes clorados. Também foi utilizado na 

primeira guerra mundial, na forma de gás mostarda (bis(2-cloroetil) sulfeto), sendo a 

primeira substância utilizada como arma química (FERNANDES; GLÓRIA; 

GUIMARÃES, 2009). 
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3.2.1.2 Abundância, obtenção, uso e contaminação 

 

A quantidade de cloro distribuída em toda a crosta terrestre, é de 

aproximadamente 0,0314%, podendo ser encontrado na forma elementar, na forma 

de HCl em gases vulcânicos e na forma iônica, cloreto (Cl-), presente em sua maioria 

nos oceanos (~2%) (FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012; LUZ; LINS, 2005; 

PEIXOTO, 2003). 

O principal processo de obtenção do elemento utiliza a água do mar como 

matéria prima, uma vez que possui elevado teor de NaCl. Essa água sofre um 

processo de eletrólise, na qual converte os íons cloreto em cloro elementar. Sua 

formação resulta num gás de coloração amarelo-esverdeado, com odor forte e muito 

irritante. A indústria, para conseguir manusear o cloro elementar, aplica um processo 

que envolve pressão a baixa temperatura, liquefazendo o gás cloro, passando então 

a um líquido de coloração âmbar (FERNANDES; GLÓRIA; GUIMARÃES, 2009). 

A partir desse produto, inúmeros outros podem ser fabricados, sendo os 

principais reagentes químicos: 60% de todos os produtos de relevância comercial e 

85% dos produtos farmacêuticos. Além disso, é constituinte da principal matéria 

prima para a confecção do PVC, o dicloroetano, do óxido de propeno, utilizado na 

fabricação de espumas para colchões/estofados, do ácido clorídrico, do hipoclorito 

de sódio, de defensivos agrícolas, na indústria alimentícia, entre outros (ABICLOR, 

2014). 

Como o elemento está presente em diversos tipos de produtos e é 

considerado um elemento essencial a vida, ele é facilmente encontrado em diversas 

amostras biológicas ou industriais. Porém, em excesso em produtos consumidos 

pelo homem, pode causar disfunção hormonal ou danos no sistema nervoso. 

Já quando presente em produtos industriais, que utilizam a queima dos 

mesmos como produção de um subproduto, como por exemplo, o carvão ou 

combustíveis fósseis, colabora para a poluição ambiental (GOIS et al., 2014). No 

tabaco, durante o processo do fumo, a ingestão demasiada deste elemento pode 

contribuir para uma intoxicação do organismo (BARBOSA et al., 2013). 
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3.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de ação e tratamento 

 

A toxicidade do cloro frente a humanos dependerá do tipo de composto e do 

tempo de contato a essa espécie. O cloro na forma molecular, além de ser 

extremamente irritante, em contato com água, seja do ambiente ou da mucosa do 

sistema respiratório, forma o ácido hipocloroso e ácido clorídrico. O exato 

mecanismo do dano epitelial é desconhecido, porém se pode inferir que a espécie 

de Cl2 reaja com espécies de oxigênio, presentes nas vias aéreas, podendo formar 

uma diversa gama de compostos oxidantes altamente reativos. O primeiro 

tratamento realizado para este tipo de intoxicação é a hidratação das vias 

respiratórias. Caso haja uma obstrução das vias respiratórias, é recomendado o uso 

de agentes adrenérgicos. Apesar de existirem outros tratamentos, este 

procedimento e o repouso do paciente parecem ser os mais comumente aceitos 

(WHITE; MARTIN, 2010). 

A intoxicação por sais inorgânicos comuns de cloro, como o KCl e o NaCl, 

não são comuns uma vez que sua ingestão em grandes quantidades causa vômito e 

são facilmente excretados pelo rim e fígado. Um consumo não tão elevado, porém 

regular, pode causar aumento da pressão sanguínea, juntamente com possíveis 

danos aos órgãos excretores (WHO, 2003). 

Hipoclorito de sódio (NaOCl) quando ingerido pode causar queimação na 

boca e garganta, ocasionando também irritação no sistema gastrointestinal, além de 

náusea, vômito e diarreia. Quando o hipoclorito é utilizado como agente de limpeza, 

e é misturado com outros produtos de limpeza contendo um pH ácido ou básico, 

pode ocorrer a liberação de cloro na forma gasosa, resultando na irritação das vias 

aéreas. A exposição ocular também pode causar irritação, dor, lacrimação, fobia a 

luz e inflamação na retina (PHE, 2015). 

 

3.2.1.4 Legislação 

 

De acordo com o Instituto Médico da Academia Nacional de Ciência dos 

Estados Unidos (Washington, USA), para o correto funcionamento do organismo de 
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um ser humano entre 19 e 50 anos é recomendado a ingestão de 2,3 g de cloreto na 

dieta diária (OTTEN; HELLWIG; MEYERS, 2006). 

Como dito antes, o excesso ou a deficiência desse elemento podem causar 

danos metabólicos ao corpo humano, sendo necessária a investigação e a 

criação/monitoração de regulamentações sobre a quantidade que cada produto deve 

conter, e que estes sejam discernidos quanto a sua via de introdução no organismo: 

respiratório, gastrointestinal, tópica ou intravenosa. 

A quantidade máxima permitida (MCL, do inglês Maximum Contaminant 

Level) para cloro em água potável, de acordo com a US EPA (do inglês, United 

States Environmental Protection Agency) é de 5 mg.L-1 (EPA, 2003). 

No Brasil, o Ministério da Saúde dispõe sobre os procedimentos de controle e 

vigilância da qualidade da água para o consumo humano e seu padrão de 

potabilidade através da Portaria n° 2.914, de 2011. Essa portaria prevê uma 

quantidade mínima de cloro residual livre de 0,2 mg.L-1 e máxima de 2 mg.L-1 em 

qualquer ponto do abastecimento (BRASIL, 2011). 

O US FDA (do inglês, United States Food and Drug Administration) traz a 

regulamentação de diferentes tipos de alimentos, variando o nível máximo permitido 

de cloreto de cálcio (usado como agente antifermentante, antimicrobiano, controle 

de pH, intensificador de sabor, umectante, estabilizador, espessante e texturizante) 

entre 0,05 e 2 % (FDA, 2016). 

Já os defensivos agrícolas, com organoclorados em sua composição, foram 

utilizados em grandes quantidades na metade do século XX. Além do uso na 

agricultura, esses compostos foram utilizados para o controle de proliferação de 

mosquitos transmissores da Dengue e Leishmaniose, além de piolhos em crianças. 

Devido a sua estabilidade associada a fácil solubilização em tecidos lipídicos, 

esse tipo de defensivo agrícola possui a propriedade de bioacumulação, até as mais 

altas posições da cadeia alimentar. Dessa maneira, esses compostos estariam em 

tecidos de origem animal e vegetal, sendo diretamente consumidos e acumulados 

em humanos.  

Esses compostos organoclorados atacam enzimas ou sistemas específicos 

dos organismos das pragas, e por estas serem muito semelhantes as que estão 
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presentes no corpo humano, esses compostos apresentam um grande risco para a 

saúde humana e do meio ambiente. Dessa maneira, a monitoração deste elemento 

ou moléculas que contenham o mesmo, em diferentes tipos de amostras, se tornou 

análise de rotina em diversos laboratórios (CHUNG; CHEN, 2011). 

Nos Estados Unidos, o uso do DDT (1,1-tricloro-2,2-di(ρ-clorofenil) etano) foi 

banido do seu território, em 1972 pela proibição da US EPA. Depois disso, a maioria 

dos países seguiu o mesmo comportamento, no entanto, em alguns países em 

desenvolvimento ele ainda é utilizado em combate a doenças transmitidas por 

mosquitos. No Brasil, o uso, comercialização e distribuição do mesmo e de outros 

defensivos agrícolas organoclorados foram proibidos efetivamente pela Portaria do 

Ministério da Agricultura nº 329, de 02 de setembro de 1985 (JARDIM; ANDRADE, 

2009; BRASIL, 1985). 

A presença de cloro em carvão também é alvo de investigações e limitado por 

legislações internacionais e nacionais. Esse produto, ao ser queimado em usinas 

termelétricas, pode levar esse elemento ao estado de vapor e liberado ao meio 

ambiente se não houver correta captura desse elemento. Além disso, o cloro está 

associado a liberação do mercúrio, uma vez que forma compostos facilmente com 

esse metal, e dependendo da sua concentração promove ou inibe a formação de 

mercúrio reduzido ou oxidado (CHU; MEHTA; CARTY, 2005). 

A Administração de Segurança e Saúde Ocupacional Norte Americana 

(OSHA, do inglês Occupational Safety and Health Administration) regula o limite de 5 

ppm de HCl no ambiente de trabalho de uma usina termelétrica (OSHA, 1991). 

Apesar de órgãos brasileiros, como o CONAMA (Conselho Nacional do Meio 

Ambiente), apresentar resoluções de controle de poluentes emitidos por fontes fixas, 

não foram encontrados valores máximo permitidos para compostos clorados 

(BRASIL, 2002). 
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3.2.1.5 Determinação de cloro 

 

Os métodos analíticos, encontrados na literatura, utilizados para a 

determinação de cloro podem ser divididos em métodos clássicos (volumetria, 

gravimetria ou colorimetria) e métodos instrumentais de análise. 

Apesar dos métodos clássicos apresentarem adequada exatidão e precisão, 

possuem baixa sensibilidade e são limitados ao tipo de amostra. Dessa maneira, os 

mesmos se tornam mais utilizados em amostras que sejam compatíveis com o 

método e que possuam um elevado teor do analito (porcentagem) (SKOOG, 2006).  

Os métodos instrumentais de análise possibilitam uma alta sensibilidade, 

fazendo com que diversos elementos sejam quantificados a níveis cada vez 

menores utilizando pouco volume/massa de amostra. Apesar de possuir um maior 

custo, sua rapidez, sensibilidade, exatidão, precisão e versatilidade de amostra 

(sólida ou líquida) são fatores que fazem com que estes tipos de métodos analíticos 

sejam mais investigados em pesquisas científicas. 

Métodos como Espectrometria de emissão ótica por plasma acoplado 

indutivamente (ICP-OES, do inglês, Inductively Coupled Plasma Optical Emission 

Spectrometry) (NAKATA et al., 2015; PEREIRA et al., 2009), Espectrometria de 

massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglês, Inductively 

Coupled Plasma Mass Spectrometry) (ANTES et al., 2013; BARBOSA et al., 2013), 

Cromatografia iônica (PENG et al., 2012; WANG; MAKISHIMA; NAKAMURA, 2009), 

Análise por ativação com nêutrons (SEKIMOTO; EBIHARA, 2016), Espectrometria 

de fluorescência de raio-x (DOYLE et al., 2011, 2013; DHARA et al., 2012), 

Potenciometria (DZIUBANIUK et al., 2012; MURTHY et al., 2010), Amperometria 

(MUÑOZ; CÉSPEDES; BAEZA, 2015; OLIVÉ-MONLLAU et al., 2010) e Voltametria 

(SAPUTRO et al., 2010) são descritos na literatura para a determinação de cloro.  

A absorção atômica utilizando atomização por forno de grafite (GF AAS, do 

inglês, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) possui adequada 

sensibilidade e relativo baixo custo. Porém, a determinação direta de cloro pela 

técnica de absorção atômica é possível, uma vez que a linha de absorção atômica 

deste elemento localiza-se no ultravioleta no vácuo.  
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Com o surgimento de um equipamento mais moderno de absorção atômica 

e molecular, o HR-CS MAS, surge a concreta possibilidade de determinação de não 

metais, uma vez que a possibilidade de escolha do comprimento de onda dentro do 

intervalo de comprimento de onda fornecido pela lâmpada de arco curto de xenônio 

(190 a 900 nm) que permite a determinação indireta do não metal através da 

formação de moléculas diatômicas do mesmo (RESANO; RUIZ, 2011).  

A formação de moléculas diatômicas apresenta maior interferência espectral 

e não-espectral quando comparada a atômica, uma vez que a espécie a ser formada 

precisa ser estável em altas temperaturas. Além disso, outras espécies presentes na 

amostra podem competir com o átomo formador da molécula, ocorrendo 

principalmente em amostras sólidas. A fim de minimizar este comportamento, 

moléculas com elevado valor de energia de ligação são comumente utilizadas. 

A absorção molecular de InCl foi relatada na literatura primeiramente por 

Haraguchi e Fuwa em 1975 (HARAGUCHI; FUWA, 1975) utilizando LS FAAS (do 

inglês, Line Source Flame Atomic Absorption Spectrometry) e, posteriormente, 

utilizando a técnica de HR-CS MAS por Huang e colaboradores em 2006 (HUANG et 

al., 2006A). Ambos utilizavam como atomizador, chama composta de ar/acetileno. 

As amostras utilizadas por Huang e colaboradores foram leite em pó, que foram 

totalmente dissolvidas em água e sedimentos marinhos, que foram decompostos 

com ácido nítrico. O principal interferente neste trabalho foi o flúor, que pode diminuir 

o sinal analítico da molécula alvo pela competição na formação de InF. Isso pode ser 

explicado pela energia de formação das moléculas diatômicas que são para o InCl o 

valor de 439 ± 8 Kj mol-1 e para InF de 506 ± 14,6 Kj mol-1. 

A molécula de AlCl foi escolhida em trabalhos posteriores (HEITMANN et al., 

2006; FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012) por possuir maior energia de ligação 

(511 Kj mol-1), por apresentar estreitas bandas de absorção e isoladas umas das 

outras, possibilitando a correção espectral. Ambos os trabalhos utilizaram forno de 

grafite como atomizador e decomposição ácida para as amostras.  

No primeiro trabalho (HEITMANN et al., 2006), a presença de cobalto teve 

que ser evitada a fim de diminuir a sua sobreposição e interferência espectral. Já no 
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trabalho mais recente, a presença do modificador Al-Ag-Cl também deve ser evitada 

com o mesmo propósito. 

Pereira e colaboradores (2014) propuseram a determinação de cloro via SrCl, 

que apresenta energia de ligação relativamente alta 409 Kj mol-1 (PEREIRA et al., 

2014). Os autores relatam ainda que para as moléculas InCl e AlCl, por possuírem 

comprimentos de onda muito próximos (267,24 e 261,42 nm, respectivamente), pode 

ocorrer a sobreposição de linhas. Além disso, aplicaram o método proposto em 

análise direta de sólidos, mostrando insignificativas interferências espectrais e não 

espectrais. 

Porém, mesmo que a molécula alvo esteja bem definida e isolada de outras 

possíveis espécies, a não-interferência de outros elementos é difícil de ser 

totalmente assegurada em absorção molecular, uma vez que a composição das 

amostras pode variar significativamente. 

Como por exemplo, o trabalho de Nakadi, e colaboradores de 2015 (NAKADI 

et al., 2015) relata a interferência significativa de cálcio na formação de AlCl (511 Kj 

mol-1). Apesar da molécula CaCl ter uma energia de dissociação de ligação menor 

(409 ± 8,7 Kj mol-1), a presença comum deste analito, em grandes quantidades e em 

diferentes tipos de amostras, faz com que sua formação seja favorecida em 

comparação a outras moléculas já propostas. Isso se deve a uma população 

significativa de átomos de cálcio presente na fase gasosa, podendo assim competir 

para a formação da molécula diatômica de cloro e diminuir a sensibilidade da 

molécula estudada. 

Dessa maneira, este trabalho propõe a utilização da molécula CaCl para a 

quantificação de cloro, uma vez que o elemento cálcio é comumente encontrado em 

elevadas concentrações em diversas amostras e também pode atuar como 

interferente em outras espécies de moléculas diatômicas de cloro.  
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3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.3.1 Equipamento 

 

Todas as medidas de absorção molecular foram realizadas em um 

espectrômetro de alta resolução com fonte contínua, modelo ContrAA 700 

(AnalytikJena®, Alemanha). A fonte de emissão é composta de uma lâmpada de 

arco curto de xenônio (GLE, Berlim, Alemanha), operando em modo “hot-spot”. O 

sistema também inclui um duplo monocromador (prisma como pré-monocromador 

associado a um monocromador de alta resolução com rede de echelle) e um 

detector CCD, atuando como detector. Este detector possui 588 pixels, sendo 200 

deles usados com finalidade analítica e o restante utilizado para correções internas 

do equipamento. 

O atomizador utilizado foi o forno de grafite para análise direta de sólidos, 

aquecido transversalmente, e sem o orifício dosador (AnalytikJena®, part number 

407-A81.303). Os fornos e plataformas para análise de sólidos utilizadas 

(AnalytikJena®, part number, 407-152.023) são recobertos piroliticamente. 

As plataformas foram inseridas ao forno de grafite através do amostrador 

sólido automático (AnalytikJena®, SSA 600), que também possui uma microbalança 

(Sartorius M2P, Gotinga, Alemanha) com precisão de 0,001 mg. 

O gás argônio utilizado como gás de proteção e purga possui pureza de 

99,999% (Praxair, Zaragoza, Espanha). A quantificação do sinal analítico foi 

realizada através da medida de absorvância proveniente da área do pico, 

considerando CP ± 1. 

 

3.3.2 Reagentes e soluções 

 

A fim de evitar contaminação, a água de elevada pureza utilizada em todas 

as soluções foi fornecida pela Fluka (Trace Selec Ultra, nível de cloro inferior a         

1 μg.Kg-1, Fluka, Buchs, Suíça).  
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Os padrões de cloro foram preparados através da devida diluição da solução 

estoque de 1000 mg.L-1 (NaCl em água, Darmstadt, Merck, Alemanha) em água 

ultrapura. A solução de 40 g.L-1 de cálcio, utilizada como reagente formador da 

molécula diatômica, foi preparada através da pesagem de quantidade adequada do 

sal de Ca(NO3)2·4H2O (Merck, Alemanha) e dissolvida em água de elevada pureza 

(Fluka, Buchs, Suíça). 

Para a realização das medidas comparativas e formação da molécula de 

SrCl, o reagente formador da molécula diatômica foi preparado pesando adequada 

massa de Sr(NO3)2 (Merck, Alemanha), o qual foi dissolvido em água de elevada 

pureza (Fluka, Buchs, Suíça) para a obtenção da solução de concentração 10 g.L-1 

de Sr. 

Nas duas situações, o emprego de paládio (na forma de nitrato) foi 

investigado como possível modificador químico. Esta solução foi preparada através 

da adequada diluição da solução estoque de 10 g.L-1 de paládio (Pd(NO3)2 em 15% 

de ácido nítrico, Merck, Alemanha), para a concentração final de 2 g.L-1. 

Além disso, soluções de nanopartículas dispersas de paládio e platina foram 

também investigadas como possíveis modificadores químicos. A solução de 

nanopartículas de paládio tem sua síntese descrita na literatura (RESANO; FLÓREZ, 

2012) e foi reproduzida para a utilização neste trabalho com concentração final de 

1,8 g.L-1 e tamanho de 20 nm. A solução de nanopartículas de platina foi adquirida 

da Nanocomposix (San Diego, Estados Unidos) com concentração de 1,07 g.L-1 e 

tamanho de 5 nm. 

Ainda, somente para a formação de SrCl foi utilizado Zr como modificador 

químico permanente, através da utilização da solução de 1 g.L-1 de Zr (Merck, 

Alemanha), sendo adicionado um total de 400 μg de Zr em cada plataforma, em 

procedimento descrito por Pereira e colaboradores em 2014 (PEREIRA et al., 2014). 

 

3.3.3 Amostras 

 

Oito materiais de referência certificados, de diferentes naturezas e com 

quantidade de cloro compatíveis com a faixa de trabalho das linhas de absorção de 
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CaCl, foram selecionados, sendo elas: a amostra de carvão betuminoso (SRM 

2692c, Bituminous Coal), folha de pinheiro (SRM 1575, Pine needles), farinha de 

arroz (SRM 1568b, Rice flour) e leite em pó sem gordura (SRM 1549, Non-fat milk 

powder), todas provenientes do Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (NIST, 

do inglês National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Estados 

Unidos), carvão (CRM BCR 460, Coal) e Polietileno (ERM EC681, Polyethylene) 

provenientes do Instituto de materiais de referência e medidas (European 

Comission, Join Reserch Centre, Institute for Reference Materials and 

Measurements, Bruxelas, Bélgica), cabelo humano (CRM NCS ZC 81002b, Human 

Hair, BeijingChina) proveniente do Centro Nacional de Análises para Ferro e Aço (do 

inglês, National Analysis Centre for Iron and Steel) e Óxido de ferro (III) (Fe2O3, CRM 

686-1, Düsseldorf, Alemanha) proveniente do Comitê Europeu para Ferro e Aço (do 

inglês, European Committe for Iron and Steel Standardization). Os detalhes da 

constituição das amostras são descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 –  Detalhes da composição dos materiais de referência certificados 
utilizados neste trabalho para a determinação de cloro, utilizando CaCl 
e SrCl em HR-CS GF MAS. 

 

Referência Tipo de amostra 
Conteúdo certificado 

de Cl (ng.mg-1) 

Conteúdo certificado 

de Ca (% m/m) 

NCS ZC 81002b Cabelo humano 48,2* 0,1537 ± 0,0068 

CRM BCR 460 Carvão 59 ± 18 - 

ERM EC681 Polietileno          92,9 ± 2,8 - 

SRM 1575 Folha de pinheiro           293 ± 20 0,41 ± 0,02 

SRM 1568b Farinha de arroz        301,1 ± 3,8     0,012 ± 0,00031 

CRM 686-1 Óxido de ferro           950 ± 60 0,0097 ± 0,0007 

SRM 2692c Carvão betuminoso         1338 ± 22 - 

NIST SRM 1549 Leite em pó sem 

gordura 

      10900 ± 200  1,30 ± 0,05 

* valor informativo 
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3.3.4 Procedimento para a análise de cloro por HR-CS GF MAS 

 

A otimização das condições e parâmetros experimentais, juntamente com as 

características de cada linha de absorção, são mostradas em detalhes na Tabela 2. 

 

Tabela 2 –  Parâmetros instrumentais para a determinação de cloro utilizando HR-
CS GF MAS em amostras sólidas certificadas. 

             (continua) 

 CaCl SrCl 

Transições eletrônicas 
(faixa de comprimento 
de onda) 

X²ΣC² (364 – 402 nm) 

X²ΣA² (604 – 636 nm) 

X²Σ+B² Σ+ (646 – 689 nm) 

 

Comprimento de onda 
do pixel central 
(amostras analisadas 
em cada comprimento 
de onda) 

377,501 nm (SRM 1575, CRM 
686-1, SRM 2692c, SRM 1549) 

620,862 nm (NCS ZC 81002b, 
BCR 460, ERM EC681, SRM 
1568b) 

635,862 nm (SRM 1575, 
SRM 1568b, SRM 1549) 

Pixels somados por 
linha (resolução) 

3 (~2,20 pm para 377,501 nm;  
~4,00 pm para 620,862 nm) 

3 (~4,15 pm) 

Reagente formador da 
molécula 
 
Modificadores 
químicos 
 

Ca (400 µg) 
 
 
Pd (como nitrato - 20 µg) 

Sr (100 µg) 
 

Zr (permanente - 400 µg) + 
Pd (como nitrato - 20 µg) 

Faixa de massa de 
amostra analisada 
diretamente como 
sólido (mg) 

SRM 2692c 
BCR 460 
NCS ZC 81002b 
SRM 1575 
SRM 1568b 
ERM EC681 
CRM 686-1 

0,25 – 0,60  
0,25 – 0,60  
0,20 – 0,50  
0,50 – 0,70  
0,15 – 0,30  
0,25 – 0,50  
0,30 – 0,50  

SRM 1575 
SRM 1568b 
 

0,15 – 0,30 
0,20 – 0,35  
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Tabela 3 –  Parâmetros instrumentais para a determinação de cloro utilizando HR-CS 
GF MAS em amostras sólidas certificadas. 

                                                                                                                     (continuação)  

Programa de Temperatura 

Etapa Temperatura (°C) 
Rampa       
(°C s-1) 

Tempo   
(s) 

Fluxo de gás Ar         
(L min-1) 

Secagem 90 30 20 2,0 

Secagem 110a/130b 30 20 2,0 

Pirólise 700a/600b 50 10 2,0 

Vaporização 2200a/2300b 3000 10 0 

Limpeza 2600 100 4 2,0 
a CaCl / bSrCl 

 

A otimização deste método foi realizada em duas etapas, sendo a primeira 

dedicada a molécula CaCl e suas características e a segunda a molécula SrCl, já 

descrita na literatura, para comparação dos resultados obtidos. 

Para a determinação de cloro utilizando CaCl, realizou-se a curva de 

calibração com padrão líquido de cloro, em concentrações de acordo com a linha e 

sensibilidade requerida pela amostra. Como mostra a Tabela 1 e 2, as amostras que 

possuem uma concentração de cloro acima de 900 ng.mg-1 foram analisadas 

utilizando o comprimento de onda menos sensível, 377,501 nm. Porém, quando a 

quantidade de cloro é pequena, o comprimento de onda escolhido foi então o mais 

sensível, 620,862 nm. A discussão mais aprofundada sobre as características 

destas linhas é realizada no item 3.4.1.1. 

Depois de definido o comprimento de onda mais adequado para a amostra, 

as curvas de calibração foram realizadas através da medida de um branco e cinco 

concentrações crescentes dos padrões de cloro, em triplicata. A faixa utilizada para 

a linha 377,501 nm foi de 100 a 800 ng e para a linha 620,862 nm foi de 20 a 100 

ng. Juntamente com cada padrão, foram adicionados 10 μL (400 μg) de cálcio como 

reagente formador da molécula diatômica e 10 μL (20 μg) do modificador químico de 

paládio, diretamente sobre a plataforma de sólido e transportado até o forno de 

grafite pelo amostrador automático. O programa de temperatura apresentado na 

Tabela 2 foi aplicado e o sinal registrado. Após ser construída a curva de calibração, 
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a plataforma vazia foi introduzida na microbalança para tarar, e então a plataforma 

foi levada novamente até a posição inicial pelo par de pinças do amostrador de 

sólidos, onde uma quantidade apropriada de amostra foi introduzida na mesma. 

Depois disso, a plataforma foi levada novamente até a microbalança para verificação 

e posterior ajuste de massa. Depois de ajustada a massa da amostra, foi adicionada 

sobre a mesma o formador de molécula (400 μg de cálcio) e o paládio como 

modificador químico. Em seguida, a plataforma e seus componentes foram levados 

até o forno de grafite e o mesmo programa de temperatura realizado na curva de 

calibração foi aplicado e o sinal registrado. Em todas as análises, a absorvância 

integrada foi selecionada como modo de registro de sinal, ou seja, a soma dos sinais 

de 3 pixels (o central e mais dois adjacentes a este, CP ± 1) foram considerados 

como resultado analítico para cada análise, independente da linha ou molécula. 

Para a amostra de leite em pó sem gordura (SRM 1549), foi realizada uma 

suspensão através da homogeneização com água ultrapura em banho de ultrassom 

durante 1 minuto. Essa suspensão foi adicionada na plataforma, vazia e já tarada, 

juntamente com o cálcio e o paládio, sendo levada até o forno de grafite e aplicado o 

mesmo programa de temperatura das amostras sólidas e padrões aquosos.  

Para cada amostra, foram analisadas cinco replicatas e a mediana dos 

resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO; 

CASTILLO, 1999; 1995). 

Já para o estudo comparativo utilizando a molécula de SrCl, foi utilizado o 

trabalho descrito por Pereira e colaboradores (2014) como base (PEREIRA et al., 

2014). Assim como descrito neste trabalho, somente foi encontrada uma faixa de 

comprimentos de onda onde foram observados sinais de absorção molecular, sendo 

o 635,862 nm o comprimento de onda pertencente ao pixel central desta zona.  

 Sendo assim, as plataformas foram recobertas com Zr como modificador 

químico permanente. Para tal, 40 μL de uma solução de 1 g.L-1 foram adicionadas 

sobre a plataforma vazia e submetidas a tratamento térmico, onde o programade 

temperatura utilizado está descrito no mesmo trabalho. Esse procedimento foi 

realizado 10 vezes, totalizando uma massa de 400 μg.  
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Juntamente com os padrões de cloro, foi adicionado à plataforma 10 µL (100 

µg) da solução de estrôncio como reagente formador de molécula e 10 µL (20 µg) de 

paládio como modificador químico. O programa de temperatura descrito na Tabela 2 

foi aplicado. Da mesma forma que a molécula anterior, três replicatas de cada ponto 

da curva de calibração (branco + 5 concentrações crescentes) foram realizadas e a 

absorvância integrada foi registrada, também com CP ± 1. 

As duas amostras sólidas escolhidas para análise comparativa foram 

aquelas que apresentaram valores relativamente altos de cálcio em sua constituição, 

sendo a folha de pinheiro - SRM 1575 e farinha de arroz - SRM 1568b. 

Do mesmo modo, as amostras foram introduzidas na plataforma de sólidos, 

vazia e tarada, adicionados de 100 µg de estrôncio e 20 µg de paládio. O mesmo 

programa de temperatura aplicado aos padrões e descrito na Tabela 2 foi realizado. 

Para cada determinação, foram analisadas cinco repetições, e a mediana dos 

resultados foi considerada como valor representativo.  

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.4.1 Otimização das condições experimentais 

 

3.4.1.1 Investigação das linhas de absorção de CaCl 

 

A literatura clássica apresenta diversas bandas de absorção da molécula de 

CaCl, na região do visível e ultravioleta do espectro eletromagnético (PEARSE; 

GAYDON, 1976). Dessa maneira, buscou-se o monitoramento de bandas de 

absorção dessa molécula nessas regiões, utilizando HR-CS GF MAS, para melhor 

compreensão do comportamento e características de cada uma delas, apresentadas 

a seguir pela Figura 1.  
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Figura 1 – Espectros de absorção molecular para as 4 regiões espectrais mais 
intensas da molécula de CaCl. Todos os espectros foram obtidos pela 
vaporização de 100 ng de Cl (na forma de NaCl) + 20 de μg Pd (na 
forma de Pd(NO3)2 em 15% de ácido nítrico) e 400 μg Ca (na forma de 
Ca(NO3)2·4H2O), utilizando o programa de temperatura descrito na 
Tabela 2. 

 

 

Os espectros da Figura 1, foram registrados utilizando 100 ng de Cl, na 

forma de solução de NaCl, juntamente com 20 μg de Pd, na forma de Pd(NO3)2 em 

15% de ácido nítrico e 400 μg Ca, na forma de Ca(NO3)2·4H2O. O programa de 

temperatura utilizado está descrito na Tabela 2. As janelas espectrais foram 

centradas de forma que a visualização permitisse a melhor visão do ambiente 

molecular em cada um dos casos.  

Em todas as janelas espectrais da Figura 1, as estruturas de linhas 

rotacionais finas pertencem a banda vibracional Δʋ=0, com transição eletrônica    

X²Σ → C²π para a banda de absorção na região do ultravioleta (λmáximo= 377,501 

nm), X²Σ → B2Σ para a banda da região laranja (λmáximo= 593,390 nm) e X²Σ → A²π 

para as duas bandas nas regiões do vermelho (λmáximo= 618,464 nm e λmáximo= 

621,146 nm). 

As estruturas simples, finas e bem resolvidas apresentadas por esta 

molécula fazem com que o processo de definição de linha base se torne mais fácil 
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do que em moléculas que apresentam linhas mais largas (ARAMENDÍA et al., 2011; 

NAKADI et al., 2015). 

Além disso, os três sistemas de transições eletrônicas apresentam diferentes 

sensibilidades, o que agrega uma característica interessante ao método de análise 

de sólidos, uma vez que amplia a possibilidade de aplicação para um maior número 

de amostras, que possuem diferentes concentrações de cloro (RESANO et al., 

2011). 

Após a análise de cada janela espectral, as bandas de absorção de cada 

linha dentro desse intervalo são registradas simultaneamente no software do 

equipamento, permitindo a análise individual das linhas após a medida, sem a 

necessidade de repetição de análise. Essa opção agrega características 

interessantes, como a possibilidade da soma de vários picos com sensibilidade 

semelhante para a melhoria do limite de detecção ou então, a ampliação da faixa 

linear através da seleção de uma linha menos sensível. Para a molécula de CaCl, 

ambas as possibilidades foram utilizadas. 

Como se pode observar na Figura 1, as três janelas espectrais, 

representadas pelas letras B, C e D apresentam linhas com diferentes 

sensibilidades, numeradas de acordo com a ordem de surgimento. Já a janela 

espectral representada pela letra A, apresenta somente uma linha de absorção 

muito pouco sensível que pode ser usada. Para todas estas linhas (ou combinações 

delas), foram calculadas as massas características, faixas lineares e limite de 

detecção e os valores obtidos estão apresentados na Tabela 3. 

A massa característica, que é definida como a massa de analito necessária 

para produzir um sinal de absorvância x tempo com área integrada de 0,0044s, foi 

calculada como 0,0044 dividido pela inclinação da curva de calibração (BEATY; 

KERBER, 1993). O limite de detecção (LOD, do inglês Limit Of Detection) foi 

calculado como três vezes o desvio padrão do branco (n=10) dividido pela inclinação 

da curva de calibração (BRASIL, 2003). 
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Tabela 4 – Características das linhas rotacionais da molécula de CaCl, sob 
condições apresentadas na Tabela 2. As faixas de comprimento de 
onda (A, B, C e D) e os números dos picos entre parênteses são 
baseados na Figura 1. 

Faixa de 

comprimento de 

onda 

Comprimento de 

onda (nm) (pico) 

Massa 

característica (ng) 

Faixa 

linear (ng) 

Limite de 

detecção 

(ng) 

A 377,501 (1) 25,9 até 860 14,2 

B 

593,390 (1) 0,759 até 200 4,9 

593,512 (2) 1,02 até 200 4,8 

593,650 (3) 0,846 até 200 5,5 

593,795 (4) 1,26 até 200 6,5 

593,954 (5) 1,76 até 200 7,8 

C 

617,970 (1) 2,59 até 300 14,2 

618,012 (2) 2,44 até 300 7,0 

618,059 (3) 1,63 até 300 4,9 

618,122 (4) 1,19 até 300 5,7 

618,190 (5) 1,05 até 300 8,7 

618,274 (6) 0,772 até 300 5,8 

618,363 (7) 0,595 até 300 4,7 

618,464 (8) 0,436 até 300 5,3 

D 

620,587 (1) 3,38 até 300 4,9 

620,623 (2) 2,32 até 300 7,2 

620,667 (3) 1,76 até 300 2,5 

620,719 (4) 1,33 até 300 6,7 

620,788 (5) 1,07 até 300 2,2 

620,862 (6) 0,800 até 300 2,6 

620,945 (7) 0,677 até 300 3,9 

621,041 (8) 0,524 até 300 3,2 

621,146 (9) 0,400 até 300 2,7 

 (7)+(8)+(9) 0,072 até 300 0,75 

 

Como é possível observar, a janela espectral que possui as linhas mais 

sensíveis é a D (λmax= 621,146 nm) e proporciona os melhores limites de detecção, 

na faixa de 2 a 3 ng para as linhas mais sensíveis. Isso pode ser melhorado 

combinando os sinais das linhas mais sensíveis, como mostra a última linha da 

Tabela 3. O limite de detecção obtido pela combinação é de 0,75 ng, valor bem 
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menor quando consideramos o valor individual de uma das linhas mais sensíveis: 

2,7 ng.  

Os valores de limite de detecção vão ao encontro dos relatados na literatura, 

como para a molécula de AlCl investigada por Fechetia, em 2012 (1,2 ng) 

(FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012). Já para a molécula de SrCl, Pereira e 

colaboradores reportaram valores de 1,0 ng em 2014 (PEREIRA et al., 2014) e 0,85 

ng em 2015 (PEREIRA et al., 2015). 

Contrário ao comportamento esperado, a seleção de uma linha menos 

sensível não resultou em uma extensão da faixa linear, sendo obtido para todos os 

picos o mesmo valor superior: 200 ng para a janela espectral B (λmáximo= 593,390 

nm), 300 ng para C e D (λmáximo= 618,464 nm e 621,146 nm, respectivamente). A 

janela espectral A, que possui apenas uma linha de absorção útil (λmáximo= 377,501 

nm) foi a que apresentou uma maior faixa linear, chegando a 860 ng. A perda da 

linearidade se deve, muito provavelmente, a perda da eficiência na formação da 

molécula de CaCl em altas concentrações de cloro, isto é, por razões mais químicas 

do que espectroscópicas. 

 

3.4.1.2 Cálcio e modificadores químicos 

 

Com o objetivo de atingir as melhores condições para a formação da molécula de 

CaCl, utilizando HR-CS GF MAS, todos os experimentos realizados na otimização 

utilizaram soluções aquosas de cloro, proveniente de NaCl, com monitoração da 

linha de absorção de 620,860 nm, uma das mais sensíveis para esta molécula. 

O primeiro parâmetro a ser otimizado foi a massa de cálcio adicionada ao forno de 

grafite, para a formação de CaCl. Este, precisa estar presente em excesso, a fim de 

garantir o ambiente reacional propício para a formação da espécie molecular (CaCl), 

e também para que a variação do sinal analítico seja, unicamente, correspondente a 

variação de cloro, e não a quantidade de cálcio presente na amostra. 

Para tal, 40 ng de cloro foram vaporizados juntamente com massas 

crescentes de cálcio adicionadas ao forno de grafite, na presença de 20 μg paládio 

como modificador químico. A Figura 2 mostra a absorvância integrada para cloro em 
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função da variação de massa de cálcio, que apresenta uma relativa estabilidade de 

sinal para massas de cálcio superiores a 400 μg. 

 

Figura 2  – Otimização da quantidade de cálcio adicionada ao forno de grafite. A 
confecção desta curva utilizou 40 ng de Cl (como NaCl), com a adição 
de 20 μg paládio (como nitrato), monitorando a linha de absorção 
molecular de 620,862 nm de CaCl. A incerteza de cada ponto é 
expressa como o desvio padrão de três réplicas. 

 

 

 

Antes de selecionar 400 μg de Ca como massa otimizada, o mesmo 

experimento foi realizado para a linha menos sensível, 377,501 nm, utilizando 400 

ng de cloro, uma vez que as duas linhas serão utilizadas para a determinação de 

cloro em amostras sólidas. Resultados semelhantes foram encontrados para ambas 

as linhas e a massa de 400 μg de cálcio foi finalmente selecionada para todos os 

experimentos realizados a seguir.  

O segundo passo foi a seleção de um modificador químico que 

proporcionasse maior estabilidade de formação da molécula diatômica. De fato, 

outros trabalhos na literatura relatam que a presença de um adequado modificador 

químico é essencial para o aumento da estabilidade molecular durante as etapas de 

pirólise e vaporização. Com base nisso, foi investigado o modificador permanente, 

zircônio (PEREIRA et al., 2014) e modificadores químicos em solução, como o 

estrôncio (HEITMANN et al., 2006) e a mistura de prata e estrôncio (FECHETIA; 

TOGNON; VEIGA, 2012). 
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Alguns autores preferem a utilização de um modificador permanente, baseado 

na simplificação e rapidez de análise. Neste trabalho em particular, devido a 

necessidade de se adicionar Ca como agente formador da molécula, tanto nos 

padrões aquosos como nas amostras sólidas, a adição de mais um componente 

(modificador químico) não foi considerado uma complicação dentro do protocolo de 

análise. Além disso, o modificador permanente zircônio não proporcionou melhorias 

no sinal analítico, nem aumento de vida útil do forno de grafite. Dessa maneira, 

somente a utilização de modificadores químicos em solução foi considerada. 

Levando em consideração a experiência positiva com metais do grupo da 

platina como modificadores para absorção molecular pelo grupo de pesquisa em que 

este trabalho foi desenvolvido (Universidade de Zaragoza, Espanha), Paládio (na 

forma de nitrato e nanopartículas) e platina (nanopartículas), sendo 20 μg a massa 

de teste para todos os modificadores químicos. Embora as adições destes 

modificadores proporcionassem picos bem definidos e semelhante estabilização 

molecular, o paládio em forma de nitrato foi selecionado como a melhor opção, 

devido ao menor ruído de linha base. O ruído da linha base apresentado pelas 

nanopartículas são provavelmente provenientes de alguma contaminação de um dos 

reagentes utilizados na sua síntese (RESANO; FLÓREZ, 2012). 

Dessa maneira, a massa de Pd(NO3)2 foi otimizada e os dados são 

apresentados na Figura 3. Esta figura mostra a absorvância integrada da análise de 

40 ng de Cl, na presença de 400 μg de Ca e massas crescentes de paládio. 
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Figura 3  –   Otimização da quantidade de paládio adicionada a 40 ng de Cl (como 
NaCl), com a adição de 400 μg de Ca como reagente formador da 
molécula, monitorando a linha de absorção molecular de 620,862 nm 
de CaCl. A incerteza de cada ponto é expressa como o desvio padrão 
de três réplicas. 

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 3, os melhores resultados foram obtidos a 

partir de uma quantidade de 20 μg de Pd adicionado a plataforma.  

O mesmo estudo foi realizado para a linha menos sensível, 377,501 nm, 

utilizando as mesmas condições e resultados semelhantes foram encontrados. 

Dessa maneira, a otimização da quantidade de cálcio resultou em uma massa 

de 400 μg e para paládio uma massa de 20 μg e essas quantidades foram utilizadas 

em todos os experimentos relatados a seguir. 

 

3.4.1.3 Otimização da temperatura de pirólise e vaporização 

 

Assim como os modificadores, a adequada escolha de temperatura de 

pirólise e vaporização é uma etapa fundamental do processo de otimização. A 

adequada temperatura de pirólise proporciona a separação do analito dos possíveis 

contaminantes e matéria orgânica antes do processo de formação da molécula, na 

etapa de vaporização. Dessa forma, a escolha da temperatura de pirólise deve ser 

aquela que seja alta o bastante para proporcionar a eliminação dos interferentes, 

mas não tão alta que o analito seja volatilizado. De forma análoga, a temperatura de 
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vaporização deve respeitar a temperatura adequada em que a molécula diatômica 

seja formada, não podendo ser demasiadamente alta, a ponto de proporcionar o 

rompimento da mesma.  

Por conta disso, curvas de pirólise e vaporização foram construídas a fim de 

elucidar o comportamento térmico da molécula, na presença e ausência de 

modificadores químicos. A Figura 4 apresenta estas curvas para 40 ng de Cl com 

mais 400 μg de Ca, ambos com e sem a adição de Pd como modificador químico, 

monitorando a linha de 620,852 nm. 

 

Figura 4 – Curvas de pirólise e vaporização obtidas através da análise de 40 ng 

de Cl com 400 μg de Ca, com a adição de 20 μg de Pd (■) ou sem a 

adição de modificador químico (□), monitorando a linha de absorção 

molecular para CaCl, 620,862 nm. A incerteza de cada ponto é 
expressa como desvio padrão de três replicatas. 

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 4, na etapa de pirólise, a adição de paládio 

como modificador químico proporcionou duas melhorias. A primeira em relação a 

intensidade de sinal, que melhora consideravelmente em toda a faixa de 

temperatura utilizada, e a segunda em relação a estabilidade de formação 

proporcionada até os 900 ºC. 

Na etapa de vaporização, as mesmas melhorias são observadas, sendo que 

na curva que utiliza paládio como modificador químico os valores máximos de 

absorvância são encontrados na zona de 2000 ºC a 2300 ºC e para a curva que não 
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utiliza paládio, o valor máximo é encontrado em 1800 ºC. Como não há diferença 

significativa entre os perfis temporais dos sinais em nenhuma dessas temperaturas, 

o valor de 2200 ºC, utilizando paládio como modificador químico, foi selecionado e 

utilizado em todas as análises a seguir. Já para a etapa de pirólise, a temperatura 

escolhida foi de 700 ºC, que permitiu a adequada decomposição da matéria orgânica 

para todas as amostras utilizadas neste trabalho.  

A escolha de uma temperatura baixa de pirólise possui benefícios em 

relação ao número de queimas da plataforma e forno de grafite, uma vez que o 

mesmo já é reduzido pela alta concentração necessária do agente formador da 

molécula. Utilizando este método, cada forno de grafite e plataforma proporcionou 

cerca de 200 a 250 ciclos de aquecimento. 

Resíduos na plataforma de sólidos somente foram observados para as 

amostras de carvão e óxido de ferro. A remoção dos resíduos manualmente foi o 

suficiente para garantir a boa reprodutividade.  

 

3.4.2 Análise direta em amostras sólidas usando CaCl 

 

Após a otimização do método, realizou-se a aplicação do mesmo nas 

amostras certificadas apresentadas na Tabela 1. Esta parte do trabalho busca a 

determinação da exatidão para amostras sólidas, sendo somente a mostra de leite 

em pó sem gordura analisado na forma de suspensão aquosa devido ao seu alto 

teor de cloro. 

A seleção das linhas a serem utilizadas em cada amostra foi baseada na 

quantidade de cloro esperada em cada uma delas. Portanto, a linha mais sensível 

(D, λmáximo= 621,146 nm) foi utilizada para amostras que continham uma 

concentração baixa de cloro. Por conveniência e por apresentarem LOD 

semelhantes, a linha de 620,862 nm (pico 6 da Figura 1) foi utilizada para as 

determinações que requeriam maior sensibilidade. Para o restante das amostras, a 

linha menos sensível 377,501 nm foi utilizada. Além disso, as massas das amostras 

sólidas foram adaptadas (ver Tabela 2) para adequar a intensidade do sinal em cada 

faixa linear.  
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A Figura 5 apresenta um exemplo do espectro de absorção molecular, 

resolvido no tempo, obtido pela formação e vaporização de CaCl, utilizando 0,513 

mg da amostra de polietileno (ERM EC 681), no comprimento de onda central de 

620,862 nm e sua vizinhança. O sinal proporcionado pela análise direta do sólido 

para esta amostra é bem definido, e o mesmo comportamento foi alcançado para 

todas as amostras. 

 

Figura 5  – Espectro de absorção molecular resolvidos no tempo para a molécula 
de CaCl provenientes da vaporização de 0,513 mg da amostra de 
polietileno (ERM EC 681), juntamente com 20 μg de Pd e 400 μg de 
Ca, utilizando o programa de temperatura da Tabela 2. O valor da 
absorvância integrada para o pico central (620,862 nm) é de 0,5829. 

 

 

 

Os sinais obtidos pelos padrões aquosos e amostras apresentaram perfis de 

sinais muito semelhantes aos da amostra da Figura 5, mas somente para 

concentrações abaixo de 150 ng de Cl. Acima desta quantidade, os picos começam 

a apresentar uma cauda ou até mesmo o surgimento de dois picos, como mostra a 

Figura 6. 
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Figura 6  – Espectro de absorção molecular resolvido no tempo para a molécula de 
CaCl provenientes da vaporização de 200 ng de padrão aquoso de Cl, 
juntamente com 20 μg de Pd e 400 μg de Ca, utilizando o programa de 
temperatura da Tabela 2. 

 

 

 

Independentemente da forma do pico, os valores das áreas integradas dos 

padrões aquosos de cloro e dos obtidos pelas amostras sólidas foram sempre 

comparáveis, assegurando desta forma a quantificação. 

Finalmente, os resultados obtidos para a determinação de cloro em oito 

amostras certificadas, de diferentes naturezas, são apresentados na Tabela 4 e se 

mostram de acordo com os fornecidos pelos tabelados, além de possuírem valores 

adequados de desvio padrão relativo para sólidos, ficando entre 5-11% (BELARRA, 

et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 



72 

 

 

Tabela 5 – Resultados da determinação de Cl em oito materiais de referência 
certificados utilizando análise direta de sólidos por HR-CS GF MAS 
(n=5) via CaCl, utilizando 20 μg de Pd, 400 μg de Ca e as condições 
de temperatura da Tabela 2. A incerteza de cada ponto é expressa 
como desvio padrão de cinco replicatas. 

 

Material de referência certificado 

Conteúdo de cloro 

Valor 

certificado 

(μg g-1) 

Valor 

encontrado 

(μg g-1) 

Comprimento 

de onda (nm) 

CRM 81002b – Cabelo Humano       48,2*   46,5 ± 3,74 

620,862 
SRM 1568b – Farinha de arroz          301,1 ± 3,8  294,2 ± 26 

ERM EC681 – Polietileno            92,9 ± 2,8  100,5 ± 7,8 

CRM BCR 460 – Carvão               59 ± 18       42 ± 1,8 

SRM 2692c – Carvão betuminoso 1338 ± 22   1333 ± 85 

377,501 
SRM 1575 – Folha de pinheiro             293 ± 20     291 ± 16 

CRM 686-1 – Óxido de ferro             950 ± 60   1075 ± 120 

SRM 1549 – Leite em pó**         10900 ± 200 10400 ± 96,8 

* Valor informativo 
** SRM 1549 foi analisado na forma de suspensão aquosa. 

 

Os valores encontrados para a determinação de cloro por HR-CS GF MAS via 

CaCl nas amostras certificadas apresentadas na Tabela 4, foram verificados pelo 

Teste t de Student com um nível de confiança de 95% e um grau de liberdade igual 

a 4. A partir dos resultados encontrados, o valor de tcalculado para cada uma das 

amostras, na ordem em que aparecem na Tabela 4, foram: 1,02986, 1,70763, 

2,07225, 1,34557, 0,52099, 0,22223, 2,33221 e 2,23607. O valor de ttabelado para este 

intervalo de confiança e grau de liberdade é de 2, 2,2776. Dessa maneira, os valores 

para a determinação de cloro obtidos utilizando a molécula de CaCl via HR-CS GF 

MAS para todas as amostras foram considerados estatisticamente semelhantes aos 

certificados.  
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3.4.3 Comparação das moléculas CaCl e SrCl 

 

Após a otimização e verificação da exatidão do método utilizando a molécula 

de CaCl para a determinação de cloro, buscou-se o método já descrito na literatura 

(PEREIRA et al., 2014) que utiliza a molécula de SrCl para fins de comparação. 

Essa escolha tem como justificativa a investigação da competição de cálcio e 

estrôncio na formação da molécula diatômica com o cloro, uma vez que a presença 

de um alto teor de cálcio é comumente encontrada em diversas amostras. 

A Tabela 1 apresenta os valores informados para as amostras referentes a 

quantidade de cloro e cálcio. Dentre as oito amostras, selecionou-se três para a 

análise comparativa, pois representam três situações analíticas diferentes: uma 

amostra que apresenta a relação Ca/Cl menor que uma unidade (SRM 1568b – 

Farinha de arroz), próxima a uma unidade (SRM 1549 – Leite em pó sem gordura) e 

uma amostra que possui a relação Ca/Cl bem maior que uma unidade (SRM 1575 

Folha de pinheiro). Detalhes sobre essas informações podem ser vistos na Tabela 5.  

 

Tabela 6 – Informações sobre a constituição e determinação de cloro em materiais 
de referência certificados, através da análise direta de sólidos usando 
HR-CS GF MAS (n=5) através da formação molecular de CaCl e SrCl 
utilizando as condições da Tabela 2. A incerteza de cada ponto é 
expressa como desvio padrão de cinco replicatas. 

 

Material de 
referência 
certificado 

Valor 
certificado para 

Cl (μg g-1) 

Valor 
certificado para 

Ca (μg g-1) 

Relação 
Ca/Cl 

 
Resultados 

usando CaCl 
(μg g-1) 

Resultados 
usando SrCl 

(μg g-1) 

SRM 1568b  
Farinha de 

arroz 
301,1 ± 3,8 120 ± 3,1 0,3985  294,2 ± 26 306 ± 44 

SRM 1549  
Leite em pó 

10900 ± 200 13000 ± 500 1,9266  10400 ± 96,8 8920 ± 630 

SRM 1575  
Folha de 
pinheiro 

293 ± 20 4.100 ± 200 13,9  291 ± 16 244 ± 57 

 

Como pode ser visto na Tabela 5, a relação Ca/Cl presente na amostra 

apresenta uma forte influência nos resultados obtidos nas determinações de cloro 

usando a molécula de SrCl. A primeira relação Ca/Cl apresentada (Ca/Cl: 0,3985) 
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mostra resultados semelhantes nos dois métodos. Essa similaridade foi testada com 

base no Teste t de Student com um nível de confiança de 95% e um grau de 

liberdade igual a 4, obtendo-se um tcalculado de 1,70763 e 1,073967 para as moléculas 

de CaCl e SrCl, respectivamente. O ttabelado para os mesmos parâmetros é de 2,776. 

Dessa maneira, pode-se inferir que os valores são estatisticamente similares aos 

fornecidos pela certificação das amostras. 

 Os valores de precisão foram testados com base no teste F, com o mesmo 

intervalo de confiança (Fcalculado= 1,73; Fcrítico=6,388). 

A situação muda quando a relação de Ca/Cl aumenta, como para a amostra 

de leite em pó sem gordura (SRM 1549) que apresenta valor de relação de 1,9266 e 

para amostra de folha de pinheiro (SRM 1575) de 13,9. A segunda amostra (leite em 

pó sem gordura - SRM 1549), quando analisada via SrCl apresenta valores mais 

baixos que o certificado. Após análise estatística utilizando o teste t de Student com 

nível de 95% do intervalo de confiança e um grau de liberdade igual a 4 apresentou 

valores de tcalculado superiores ao ttabelado, confirmando a baixa exatidão. 

A terceira amostra (folha de pinheiro - SRM 1575), ao utilizar a molécula de 

SrCl os resultados da avaliação da exatidão pelo test t de Student, nas mesmas 

condições da amostra anterior, apresentou um t tcalculado inferior ao ttabelado. Porém, 

sua precisão é significantemente pior que a obtida pelo método utilizando a molécula 

de CaCl, como mostra o teste F com intervalo de confiança de 95% (Fcalculado= 7,91; 

Fcrítico=6,388). 

Estes resultados corroboram com a ideia publicada em trabalhos recentes 

de que problemas podem ser encontrados na determinação de cloro, ao utilizar HR-

CS GF MAS com moléculas como AlCl ou SrCl em amostras com elevado teor de 

cálcio. (NAKADI et al., 2015)  

 

3.4.4 Parâmetros de mérito 

 

Os parâmetros de mérito avaliados para a molécula de CaCl, em ambas 

linhas de absorção (620,862 e 377,501 nm), neste trabalho foram: Faixa linear, 
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curva de calibração, sensibilidade, LOD e limite de quantificação (LOQ, do inglês 

Limit of Quantification). 

A faixa linear é o parâmetro de um método analítico que busca o intervalo de 

concentração onde a resposta analítica do equipamento, neste caso absorção 

molecular, seja diretamente proporcional a concentração do analito (r ≥ 0,90). 

(INMETRO, 2003) Esta faixa possui como limite inferior o limite de quantificação e o 

superior a quantidade máxima que proporciona um coeficiente de r ≥ 0,90. 

A curva de calibração representa matematicamente a relação entre a 

resposta do equipamento com a concentração conhecida do analito. A mesma deve 

incluir a análise de um branco e no mínimo mais 5 pontos com níveis de 

concentração crescentes do analito. A equação da reta que relaciona estas duas 

variáveis é representada pela equação 1: 

 

     y = ax + b                                     Equação 1 

 

Onde y representa a resposta do equipamento (valores de absorção 

molecular de CaCl), a representa a inclinação da curva analítica (sensibilidade), x é 

a concentração do analito e b representa a intersecção com o eixo y (x= 0). Quanto 

maior o valor da inclinação, mais sensível é o método, pois pequenas variações na 

concentração resultam em uma maior variação da resposta do equipamento.  

O coeficiente de correlação linear (R) é frequentemente usado para indicar o 

quanto a reta de calibração pode ser adequada como modelo matemático para o 

método desenvolvido (INMETRO, 2003). Quanto mais próximo de 1,0 menor será a 

dispersão do conjunto de pontos experimentais e, portanto, menor a incerteza. A 

Anvisa (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) (BRASIL, 2003) recomenda um 

coeficiente de correlação no mínimo igual a 0,99 e o INMETRO (Instituto Nacional de 

Metrologia, Qualidade e Tecnologia) (INMETRO, 2003) um valor acima de 0,90. 

O LOD pode ser definido como a quantidade mínima detectável, com uma 

determinada certeza analítica. O LOD para o equipamento é determinado como a 

menor quantidade do analito que pode ser diferenciado do ruído do sistema, com 

uma segurança estatística. O cálculo do LOD foi realizado através de 10 medidas do 
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branco (mesmo branco utilizado na curva de calibração) e aplicado a Equação 2 

(BRASIL, 2003): 

 

          LOD = 3.DP                                      Equação 2 
   IC 

 

Onde, DP representa o desvio padrão das 10 medidas do branco e IC 

representa o coeficiente angular da curva de calibração, ou inclinação da curva. 

O LOQ para o equipamento corresponde a menor concentração do analito 

que pode ser quantificada com um nível aceitável de precisão e exatidão. O LOQ 

pode ser calculado pela multiplicação de 10 vezes o desvio padrão de dez medidas 

do branco (DP), dividido pelo coeficiente angular da curva (IC) ou inclinação da 

curva, como mostra a Equação 3:  

 

                                                      LOQ = 10.DP                                   Equação 3                        
                                                                        IC 

 

Além disso, foram verificados experimentalmente o LOD e LOQ para o 

método proposto, com o objetivo de determinar os valores destes parâmetros de 

mérito para o método desenvolvido. O LOD do método é definido como a 

concentração mínima do analito com 95 ou 99% de confiança de que a 

concentração encontrada é maior que zero. Esse cálculo foi realizado da seguinte 

maneira (INMETRO, 2007): 

 

    LODMétodo = t(n-1) x DP                       Equação 4       

 

Onde t é abcissa da distribuição de Student para um grau de liberdade n, em 

um nível de confiança de 95 ou 99%. DP é o desvio padrão dos brancos da amostra, 

com adição. O valor encontrado é expresso em concentração. 

Já o valor de LOQ para o método foi calculado da seguinte maneira: 7 

replicatas de adições próximas aos valores de concentração encontrados no LOD 

foram realizados e seus DP calculados para cada replicata. Realizou-se um gráfico, 
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DP x concentração e a escolha do valor mais baixo e aceitável foi definido como o 

LOQ do método e expressos em concentração.  

Os parâmetros de mérito anteriormente descritos, foram calculados para o 

método de determinação de cloro utilizando HR-CS GF MAS via absorção molecular 

de CaCl e estão descritos na Tabela 6: 

 

Tabela 7 – Parâmetros de mérito para o método de determinação de cloro por HR-
CS GF MAS via absorção molecular de CaCl. Os valores de 
absorvância para a curva de calibração foram realizados através da 
média de três réplicas, onde cada uma levou em consideração a 
absorvância integrada (CP ± 1). 

 

Parâmetro 
 Comprimento de 

onda (nm) 

Faixa linear 8,7 – 300 ng 

620,862 

Curva analítica yΣ3,int = 0,0093xcl + 0,0352 

R 0,9995 

LOD 2,6 ng / 0,26 mg.L-1 

LOQ 8,7 ng / 0,87 mg.L-1 

Faixa linear 61,6 – 860 ng 

377,501 

Curva analítica yΣ3,int = 0,0002xcl + 0,0007 

R 0,9965 

LOD 14,2 ng / 1,42 mg.L-1 

LOQ 61,6 ng / 6,16 mg.L-1 

 

O parâmetro de mérito escolhido para a comparação dos resultados obtidos 

pela molécula CaCl com outras moléculas diatômicas foram o LOD para a mesma 

técnica.  

Para a molécula de InCl estudada por Huang e colaboradores (HUANG, 

2006A) o valor de LOD encontrado foi de 3 mg.L-1.  

Para a molécula de AlCl estudada por Nakadi e colaboradores (NAKADI et 

al., 2015), por Heitmann e colaboradores (HEITMANN et al., 2006) e por Enders e 
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colaboradores (ENDERS et al., 2015), o valor de LOD relatado foi de 0,3 mg.L-1, 70 

pg e 1,4 mg.Kg-1, respectivamente. 

Para a molécula de SrCl estudada também por Enders e colaboradores 

(ENDERS, et al., 2015) e Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2014), os valores 

de LOD relatados foram idênticos, de 1,0 ng. A mesma molécula, no trabalho de 

Ozbek e Akman (OZBEK; AKMAN, 2016B) apresentou um LOD do método de 1,76 

mg.L-1. 

Dessa maneira, pode-se inferir que os valores obtidos de LOD obtidos com o 

método proposto neste trabalho estão compatíveis com os encontrados na literatura. 

 

3.5 CONCLUSÕES 

 

Uma nova molécula para a determinação de cloro (CaCl) via HR-CS GF 

MAS foi proposta, utilizando amostragem direta, a fim de promover um aumento da 

aplicabilidade da determinação de cloro em diversos tipos de amostras. Para tal, 

foram otimizados os comprimentos de onda (620,862 e 377,501 nm) que 

proporcionaram adequada sensibilidade e exatidão para as amostras certificadas 

analisadas. A seguinte etapa de otimização envolveu a escolha da adequada 

temperatura de pirólise e vaporização, na ausência e na presença de modificador 

químicos em solução (paládio na forma de nitrato). Além disso, otimizou-se a massa 

de paládio (20 μg) e de cálcio como reagente formador da molécula (400 μg) para 

garantir a formação, estabilidade e adequada sensibilidade da molécula. 

Uma vez otimizado as condições experimentais, avaliou-se a exatidão do 

método com a determinação de cloro, via CaCl, em oito amostras certificadas com 

diferentes conteúdos de cloro. Após análise estatística dos resultados encontrados, 

verificou-se que os mesmos são considerados estatisticamente semelhante aos 

certificados. 

Além disso, quando o método desenvolvido neste trabalho é comparado com 

outra molécula de cloro já descrita na literatura por absorção molecular (SrCl), o 

mesmo apresenta resultados mais precisos e com menores valores de incerteza em 

amostras com elevado teor de cálcio. 
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O método proposto apresenta limite de detecção (2,6 e 14,2 ng) e 

quantificação (8,7 e 61,6 ng) para as duas linhas estudadas (620,862 e 377,501 nm, 

respectivamente) compatíveis com os resultados já relatados na literatura e com as 

diversas amostras empregadas. Foi apresentado também, a possibilidade de 

combinação de três das linhas mais sensíveis de CaCl, que proporciona uma 

melhora do limite de quantificação de 2,7 para 0,75 ng.  

Dessa forma, o método desenvolvido apresentou uma melhora na 

determinação de cloro quando comparado ao método já desenvolvidos na literatura, 

além de apresentar maior flexibilidade quanto a concentração de cloro e cálcio e a 

complexidade das amostras. 
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4 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA A DETERMINAÇÃO DE 

IODO UTILIZANDO AMOSTRAGEM SÓLIDA EM ESPECTRÔMETRO DE 

ABSORÇÃO MOLECULAR DE ALTA RESOLUÇÃO COM FONTE CONTÍNUA E 

FORNO DE GRAFITE 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

O iodo é um micronutriente considerado essencial para os seres vivos que 

possuem a glândula tireoide. Esta glândula produz os hormônios tireoidianos 

(tiroxina e triiodotiroxina), que são responsáveis por uma série de processos 

bioquímicos reguladores do metabolismo (LEITERER; TRUCKENBRODT; FRANKE, 

2001). 

Devido a sua importância, a ingestão deste elemento deve ser realizada pela 

população e seu valor de ingestão diária recomendada (IDR) vem sendo definida por 

órgãos reguladores nacionais e internacionais. A Unicef (do inglês, United Nations 

Children's Fund), ICCIDD (do inglês, International Council for Control of Iodine 

Deficiency Disorders) e WHO (do inglês, World Health Organization) recomendam 

como dose diária de iodo os seguintes valores e faixas etárias: 90 μg para crianças 

entre 0 e 59 meses, 120 μg para crianças de 6 a 12 anos, 150 μg para adolescentes 

e adultos e 250 μg para mulheres grávidas ou em fase de amamentação (WHO; 

UNICEF; ICCIDD, 2007).  

Já a Anvisa, apresenta valores mais detalhados em função da idade; valor 

do IDR é de 90 µg para lactentes de 0 a 6 meses e 135 µg de 7 a 11 meses. Para 

crianças de 1 a 3 anos esse valor é de 75 µg, de 4 a 6 anos é de 110 µg e de 7 a 10 

anos é de 100 µg. Para gestantes e lactantes o valor do IDR de iodo é de 200 µg e 

para um adulto é de 130 µg (BRASIL, 2005). 

A inserção do iodo no organismo humano ocorre através do consumo de 

alimentos, que ao conter iodo, de forma natural ou adicionada, proporciona 

adequada absorção do elemento. Dessa maneira, a quantidade de iodo distribuída 

em diferentes regiões do planeta, altera a quantidade de iodo disponível nos 

alimentos (WHO, 1994). 
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O iodo, na forma de iodeto, está amplamente distribuído na crosta terrestre, 

porém de forma desigual. Devido ao processo natural de lixiviação, erosão e 

inundações, as terras que possuíam uma quantidade maior de iodo se tornaram 

empobrecidas com o passar dos anos, sendo localizada nos oceanos a maior 

concentração do elemento. 

Está presente nos oceanos (cerca de 0,05 mg.L-1) e se oxida a iodo 

elementar, sendo volatilizado para a atmosfera e retornando ao solo através das 

chuvas, completando seu ciclo. No entanto, em muitas regiões este ciclo ocorre de 

forma incompleta, levando ao empobrecimento do solo e da água potável 

(GOLDSCHIMIDT, 1954).  

Em muitos países, a adição de iodo no sal de cozinha se tornou a melhor 

alternativa para evitar a deficiência do elemento, pois além de ser consumido pela 

maioria da população, o mesmo não sofre perdas após o cozimento dos alimentos 

(ZIMMERMANN, 2009; DELANGE et al., 1998). Apesar disso, durante a gestação 

deve haver uma suplementação de iodo bem como a monitoração de seus níveis no 

organismo, pois a deficiência do mesmo no útero e durante o crescimento da criança 

pode resultar em cretinismo, uma condição grave de atraso no crescimento físico e 

mental (DELONG, 1989). 

Por conta desta importância no monitoramento da quantidade de iodo em 

diversos tipos de amostras, este elemento vem sendo alvo de muitos trabalhos 

utilizando diferentes técnicas analíticas instrumentais.  

No entanto, não foram encontrados relatos na literatura que abordem a 

análise de iodo utilizando amostragem sólida direta, ainda que este tipo de análise 

proporcione uma série de vantagens, como por exemplo a diminuição do risco de 

perda/contaminação do analito. Além disso, a análise direta de sólidos utiliza uma 

quantidade de amostra bem reduzida quando comparada a decomposição de 

amostra, coerente com a química verde, uma vez que não faz uso de reagentes 

oxidantes utilizados na decomposição de amostras. 

Dessa maneira, este trabalho propõe o desenvolvimento de método analítico 

que permita a análise de iodo utilizando amostragem sólida direta por HR-CS GF 

MAS em amostras de medicamentos à base de iodo.  
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4.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Para o desenvolvimento do método analítico, que tem como objetivo principal 

a determinação de iodo, através da absorção molecular de SrI, utilizando HR-CS GF 

MAS com amostragem direta de sólidos em amostras de medicamento (Yodocefol® 

e Levotiroxina Sanofi®) a base de iodo, foram traçados os seguintes objetivos 

específicos: 

 

I.     Estabelecer as melhores condições (comprimento de onda) que 

permitam a determinação de iodo nas amostras e nos padrões 

aquosos com a adequada sensibilidade; 

 

II.     Investigar o comportamento térmico da molécula de SrI através da 

realização de curvas que proporcionem a otimização das 

temperaturas de pirólise e vaporização; 

 

III.     Escolher um modificador químico adequado para a estabilização da 

molécula alvo, juntamente com a otimização de sua massa; 

 

IV.     Otimizar a massa de estrôncio para adequada formação da molécula 

de SrI; 

 

V.     Aplicar o método desenvolvido de absorção molecular para SrI em 

amostras de medicamento a base de iodo; 

 

VI.     Comparar os resultados obtidos com a molécula de SrI com a de 

BaI, já descrita na literatura; 

 

VII.     Validar o método desenvolvido por análise comparativa utilizando 

ICP-MS; 
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4.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.2.1 Iodo 

 

4.2.1.1 Histórico e Características 

 

Em 1811, o químico francês Bernard Courtois (1777-1838) descobriu o 

elemento iodo através da adição equivocada de uma maior quantidade de ácido 

sulfúrico em resíduos da queima de algas provenientes da Normandia e Grã-

Bretanha. Nesse erro, surgiram vapores de coloração violeta e odor irritante. Os 

mesmos ao condensarem, geravam a formação de cristais negros com um brilho 

metálico. Depois de algum tempo realizando experimentos, estes cristais reagiam 

com hidrogênio, fósforo e alguns metais, e não reagiam com carbono e oxigênio. 

Como nenhum outro elemento possuía este comportamento, ele suspeitou que 

poderia estar lidando com um novo elemento (WEEKS, 1945). 

Em 1814, Davy e Gay-Lussac continuaram o trabalho de Courtois e seus 

experimentos indicavam que as características atribuídas ao novo elemento eram 

semelhantes às do cloro. O nome iodo (do grego iodes, significa violeta) é uma 

referência aos vapores produzidos por Courtois. O elemento na sua forma molecular 

(I2, número atômico: 53) possui coloração cinza-violeta e brilho metálico. Volátil a 

temperatura ambiente, sob aquecimento sublima facilmente (DAVY, 1814). 

Iodo diatômico líquido (coloração preta) é obtido pelo aquecimento brando e 

lento do sólido. Sua solubilidade é de 0,0013 mol L-1, 25ºC. A adição de KI ao iodo 

líquido aumenta a sua solubilidade, pela formação do triiodeto (I3-). Sua solubilidade 

aumenta em solventes orgânicos, sendo sua coloração marrom para solventes 

polares e violeta para solventes de baixa polaridade (RAMETTE; SANDFORD, 

1965). 

Os estados de oxidação em soluções aquosas podem ser ao +1, como o ICl, 

+3, como o ICl3, +5, como os iodatos (IO3-) e +7, como os periodatos (IO4-). Sua 

eletronegatividade é baixa, proporcionando um comportamento catiônico sob 

condições de elevada acidez. A manipulação de iodo na sua forma de I2 deve ser 
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cuidadosa e requer o uso de luvas, máscaras, óculos e jaleco devido a sua rápida 

absorção e irritação (SANTOS; AFONSO, 2013). 

 

4.2.1.2 Abundância, obtenção, uso e contaminação 

 

Comparado aos outros halogênios (com exceção do astato), a presença de 

iodo é consideravelmente menor, sendo normalmente encontrado na crosta terrestre 

(0,14 mg.Kg-1) e na água do mar (0,05 mg.L-1). Nos oceanos, a concentração de 

iodo em algas marinhas, que o absorvem da água, pode chegar a concentrações de 

55 a 2000 μg g-1, dependendo da espécie e da estação do ano (GAMALLO-

LORENZO et al., 2005). 

Pode ser obtido através da secagem e posterior queima das algas marinhas, 

onde suas cinzas, que contém altos teores de iodeto, sofrem um processo de 

oxidação eletrolítico ou por aquecimento com dióxido de manganês em meio de 

ácido sulfúrico, formando o I2. Também pode ser obtido através do processo de 

purificação do adubo nitrogenado chamado Salitre do Chile, como iodato (IO3
-). Os 

iodatos obtidos são reduzidos pela adição de hidrogenosulfito de sódio (NaHSO3) 

(ERICKSEN, 1983).  

O iodo elementar e seus compostos possuem muitas aplicações, com 

destaque na área médica, por possuir características antissépticas (solução de iodo 

de 2 a 10% de KI em etanol + polivinilpirrolidona), expectorante (KI, 20 g.L-1), como 

medicamento para complementação de dieta, principalmente por mulheres grávidas 

ou ainda administradas por pessoas atingidas por radiação para impedir/reduzir a 

absorção de iodo radioativo pela tireoide (BACKER; HOLLOWELL, 2000). 

Pode ser usado também na análise química, como por exemplo: 

determinação do nível de instauração de lipídeos, utilizado no método de Karl 

Fischer para a determinação de água, determinações titulométrica de oxirredução, e 

ainda em algumas sínteses de compostos orgânicos (SANTOS; AFONSO, 2013). 

O consumo excessivo de iodo é considerado raro, uma vez que a tolerância 

do organismo é de pelo menos 1 mg por dia. Porém, em algumas situações onde 

isso acontece, ocorre o hipotireoidismo provocado pelo efeito “rebote” do excesso de 
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iodo em pacientes que apresentam nódulos da tireoide, ou pela incapacidade da 

glândula em produzir os hormônios. As consequências deste excesso normalmente 

estão relacionadas a um aumento do desenvolvimento de doenças autoimune da 

tireoide, como a doença de Graves ou tireoidite de Hashimoto. O aumento da 

ocorrência de carcinoma papilar da tireoide também é relatado, embora sua 

comprovação não tenha sido realizada.  

Apesar dos efeitos indesejados, o excesso de iodo não leva a 

consequências tão graves como seu déficit, uma vez que o mesmo prejudica 

seriamente o desenvolvimento cerebral (TENG et al., 2006). 

Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos analíticos que permitam a 

análise de iodo em medicamentos sólidos se faz necessária para que o controle de 

qualidade e monitoramento da quantidade de iodo seja realizado de forma simples e 

eficaz.  

 

4.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de ação e tratamento 

 

Antes de entender os mecanismos de toxicidade, é necessária a 

compreensão da absorção do iodo pelo organismo. O iodo proveniente da 

alimentação é reduzido a iodeto e absorvido dentro do sistema gastrointestinal, e 

posteriormente levado a corrente sanguínea. As células tireoidianas são capazes 

então de capturá-lo através de um transportador específico, o co-transportador 

sódio-iodeto, para posterior organificação do mesmo (DOHÁN et al., 2003). 

São conhecidos 35 isótopos do elemento iodo, variando o número de 

prótons de 108 a 142. O único estável é o 127I, sendo os demais radioativos. Apenas 

4 destes isótopos (123I, 125I, 129I e 131I) possuem um maior interesse no que diz 

respeito a toxicidade humana, pois são utilizados clinicamente e possuem meia vida 

longa o suficiente para ser transportado até os receptores para posterior eliminação 

pelo organismo. O iodo radioativo é usado para a visualização de anormalidades 

tireoidianas ou então, para destruir a glândula quando a mesma apresenta células 

tumorais (WAGNER,1995). 
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A administração de iodo, por via oral, na sua forma estável, também é 

realizada em pessoas cuja suplementação seja necessária. Seja através da ingestão 

de iodo ou do hormônio sintético produzido pela glândula tireoidiana. Dessa 

maneira, os estudos que avaliam a toxidade do iodo sempre analisam o efeito 

causado na tireoide, uma vez que a glândula é responsável pela absorção de 90% 

do iodo corporal. 

Quando ocorre o aumento da ingestão de iodo, o efeito toxicológico vai 

depender da quantidade de iodo já existente no organismo e as adaptações 

fisiológicas associadas a essa condição pré-existente (SANG et al., 2012).  

O valor de ingestão crônica definido pela ASTDR é de 150 a 950 μg. Os 

principais efeitos dessa ingestão de iodo de forma excessiva estão relacionados a 

falhas no processo de produção e secreção dos hormônios tireoidianos. Esses 

problemas podem ser de três tipos: hipotireoidismo, hipertireoidismo e tireoidite. O 

primeiro refere-se à diminuição da produção hormonal, levando a diversas 

manifestações sintomáticas, ocorrendo com ou sem bócio. O hipertireoidismo refere-

se a uma produção excessiva de hormônios e a tireoidite a uma inflamação na 

glândula (ATSDR, 2004; SANG et al., 2012). 

Quando ocorre uma ingestão excessiva de iodo, ao contrário do que se pode 

imaginar, ocorre hipotireoidismo, conhecido como efeito Wolff-Chaikoff. Na maioria 

das pessoas, este efeito é seguido de um retorno dos níveis normais de produção 

hormonal, conhecido como um escape ao efeito Wolff-Chaikoff. 

Em pessoas que já apresentam uma pré-disposição ao hipotireoidismo, o 

efeito Wolff-Chaikoff pode ser permanente. Esses pacientes normalmente incluem 

recém-nascidos, pacientes que possuem tireoidite autoimune ou pós-parto, com 

doença de Graves ou pacientes tratados com iodo radioativo (ATSDR, 2004). 

Dessa maneira, fica clara a necessidade do adequado controle de qualidade 

na monitoração de iodo em medicamentos, uma vez que os pacientes devem ter um 

controle rigoroso da dosagem. Dosagens muito acima ou muito abaixo podem levar 

a complicações graves da doença a ser tratada. 

Devido a seu alto poder irritante, a manipulação de iodo na sua forma 

elementar exige uma série de cuidados para prevenir um possível contato direto do 
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iodo através de mucosas, ingestão oral ou intravenosa. Os sintomas apresentados 

pelos pacientes que sofreram este tipo de intoxicação ocupacional podem variar 

desde irritação nas mucosas, dores de cabeça, tosse, até mesmo vômito, diarreia ou 

colapso do organismo em doses elevadas. Para evitar tais situações, além do uso 

dos equipamentos de proteção individual, o ambiente de trabalho deve ser arejado, 

devendo ser sempre manipulado em capela, sendo permitida a máxima 

concentração ocupacional de 0,1 mg.m³ (SANTOS; AFONSO, 2013). 

 

4.2.1.4 Legislação 

 

Órgãos internacionais de regulamentação trazem quantidades máximas 

recomendadas de iodo na sua forma gasosa para diversos tipos de ambientes 

laborais, como a presença de iodo no ar em 0,1 ppm pela ACGIH (do inglês, 

Association Advancing Occupational and Environmental Health) (ACGIH, 2005), 

NIOSH (do inglês, National Institute for Occupational Safety and Health) (NIOSH, 

2007) e OSHA (do inglês, Occupational Safety and Health Administration) (OSHA, 

2004). 

De acordo com a Academia Nacional de Ciências dos Estados Unidos (NAS, 

do inglês National Academy of Science) (NAS, 2000), a ingestão de iodo através dos 

alimentos é considerada baixa, pois pode ser afetada pela qualidade do solo, 

irrigação e uso de defensivos agrícolas. A maioria dos alimentos fornece em torno 

de 3 a 75 μg por porção, sendo maiores em alimentos provenientes do mar, onde a 

concentração de iodo é maior. Já nos produtos processados, essa concentração 

pode ser bem maior, uma vez que os aditivos alimentares podem ser ricos em iodo, 

sendo os principais: iodato de cálcio e de potássio, iodeto de potássio e iodeto 

cuproso. 

O US FDA relata os níveis de iodo como aditivos permitidos em alimentos 

(como iodeto de potássio) para consumo direto humano diário é definido por 45 μg 

para recém-nascidos, 105 μg para crianças com menos de 4 anos, 225 μg adultos 

ou crianças com mais de 4 anos e 300 μg para gestantes. Para aditivos alimentares 

indiretos alimentares, o limite é de 5 μg a cada 100 Kcal do alimento (FDA, 2016). 
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No Brasil, a preocupação com a iodação do sal e seu monitoramento 

começou em 1953, com a Lei número 1.944, que tornou obrigatório o processo de 

adição de iodo ao sal de cozinha, em áreas bocígenas. Já em 2000, a porcentagem 

de bócio da população brasileira caiu de 20,6% para 1,4%, mostrando o grande 

avanço no controle da deficiência de iodo. 

A Anvisa monitora a quantidade de iodo em alimentos e medicamentos 

através do programa Pro-Iodo, atuando de forma investigativa para a atualização 

dos parâmetros legais dos teores de iodo no sal (BRASIL, 2014a). 

 

4.2.1.5 Determinação de iodo 

 

Há uma grande quantidade de métodos de análise de iodo, e para a correta 

escolha deve-se observar alguns critérios, como: complexidade da amostra, o teor e 

as espécies que se deseja analisar. 

A análise clássica que envolve titulação e a quantificação de iodo é chamada 

de iodometria, onde a reação de oxi-redução ocorre entre o iodo livre no meio e o 

enxofre presente no titulante tiossulfato de sódio. O ponto de viragem ocorre através 

da descoloração do complexo de cor azul de iodo/amido (HARRIS, 2008). 

Apesar de apresentar rapidez de execução e baixo custo, este método 

apresenta elevados valores de limite de detecção, quando comparado a técnicas 

analíticas instrumentais modernas. 

Dentre estas podemos citar a espectrofotometria UV-vis (PENA-PEREIRA; 

LAVILLA; BENDICHO, 2009), ICP-OES (NAOZUKA et al., 2003), ICP-MS (SILVA, S. 

V. et al., 2016), cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês High 

Performance Liquid Chromatography) (NITSCHKE; STENGEL, 2015), cromatografia 

gasosa (GC, do inglês Gás Chromatography) (YEH; HUNG; LIN, 2014), voltametria 

(CAMPOS, 1997), análise por ativação de nêutrons (SEKIMOTO; EBIHARA, 2016), 

espectrometria de fluorescência de raio-X (LEE et al., 2016) e HR-CS GF MAS 

(HUANG et al., 2009). 

Apesar da dificuldade de análise de elementos não metálicos como o iodo 

por LS AAS devido as linhas de ressonância de absorção atômica estarem situadas 
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entre 10 a 190 nm. Para superar este obstáculo, foram relatadas medidas indireta do 

elemento, ou seja, era realizado alguma reação química entre o iodo e outra 

substância/elemento passível de ser determinada por LS AAS, e devido a 

estequiometria da reação era possível realizar a medida (YEBRA; BOLLAÍN, 2010; 

BERMEJO-BARRERA et al., 1995; 2001; HAASE; BROEKAER, 2002). 

A espectrometria de absorção molecular também era realizada para este tipo 

de determinação e alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura (ZHI-HE; 

HUI-MING, 1989; DITTRICHI et al., 1984).  

Apesar da existência de um grande número de métodos desenvolvidos para 

a análise de iodo, o mesmo pode ser considerado desafiador, uma vez que o 

elemento é considerado altamente volátil.  

Além disso, os métodos existentes até o momento na literatura utilizam 

decomposição de amostra como primeiro tratamento das mesmas. Este 

procedimento pode acarretar sérios problemas na determinação de iodo, uma vez 

que nesta etapa pode ocorrer a volatilização do analito pelo aquecimento, como 

também o aumento da possibilidade de contaminação.  

O espectrômetro de absorção molecular de alta resolução com fonte 

contínua por forno de grafite apresenta características desejáveis ao cumprimento 

dos objetivos do trabalho, uma vez que permite a análise de medicamentos de iodo 

com adequada sensibilidade, além de possibilitar a amostragem sólida direta. 

Na literatura, somente um trabalho utilizando esta técnica para a 

determinação de iodo foi encontrado (HUANG et al., 2009). No entanto, o mesmo 

não utiliza a análise direta da amostra, e sim, realiza a dissolução do conteúdo das 

pílulas em água, com posterior análise do sobrenadante. 

Sendo assim, este trabalho buscou a determinação ainda não encontrada na 

literatura de iodo de forma direta em amostras sólidas de medicamentos utilizando 

espectrômetro de alta resolução com fonte contínua, com forno de grafite.  
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4.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.3.1 Equipamento 

 

O mesmo equipamento descrito no item 3.3.1 foi utilizado. 

A verificação da exatidão do método foi realizado através das medidas das 

amostras por ICP-MS da Perkin-Elmer (Whaltam, Estados Unidos) de modelo 

NexION, 300X.  

 

4.3.2 Reagentes e soluções 

 

A água utilizada em todas as etapas de preparo de soluções foi purificada 

através da deionização da água pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, USA). 

Os padrões de iodo foram preparados através da devida pesagem do sólido 

de iodeto de potássio (KI, Merck, Alemanha) com posterior dissolução em água 

deionizada. A solução de 40 g.L-1 de estrôncio, utilizada como agente formador da 

molécula diatômica, foi preparada através da pesagem de quantidade adequada do 

sal de Sr(NO3)2 anidro (Merck, Alemanha) e dissolvido em água deionizada. 

Para a realização das medidas comparativas e formação da molécula de 

BaI, o agente formador da molécula diatômica, bário, foi preparado pesando 

adequada massa de Ba(NO3)2 anidro (Sigma-aldrich, Saint Louis, Estados Unidos) e 

dissolvida em água deionizada para a obtenção da solução de concentração 40 g.L-1 

de Ba. 

Ao utilizar a molécula SrI, o emprego de paládio (na forma de nitrato) foi 

investigado como possível modificador químico. Esta solução foi preparada através 

da adequada diluição da solução estoque de 10 g.L-1 de paládio (Pd(NO3)2) em 15% 

de ácido nítrico, Merck, Alemanha), para a concentração final de 1 g.L-1. 

Além disso, a adição de ácido cítrico e tioureia foram necessárias para que 

os padrões aquosos tivessem um sinal analítico mais semelhante às amostras de 

medicamento contendo iodo na forma orgânica. O ácido cítrico monohidratado foi 

preparado através da dissolução em água deionizada de uma quantidade apropriada 

do sólido C6H8O7
.H2O (Merck, Alemanha), com a concentração final de 200 g.L-1. A 



91 

 

 

tioureia, CH4N2S (Merck, Alemanha) também foi preparada da mesma forma, sendo 

a concentração final de 10 g.L-1. 

O padrão interno, ródio (Rh(NO3)3 em HNO3) foi utilizado na verificação da 

exatidão do método por ICP-MS através da diluição adequada em água deionizada 

do padrão estoque de 1000 mg.L-1 (CRM, Merck, Alemanha).  

 

4.3.3 Amostras 

 

Dois medicamentos foram escolhidos como amostras para a aplicação deste 

método, sendo um deles fornecedor de iodo na forma inorgânica (Yodocefol®, 200 

μg de iodo na forma de iodeto de potássio por comprimido) e outro na forma 

orgânica (Levotiroxina Sanofi®, 75 μg de levotiroxina sódica por comprimido). Os 

detalhes da constituição das amostras são descritos na Tabela 7. 

 

Tabela 8 – Detalhes da composição dos medicamentos utilizados neste trabalho 
para a determinação de iodo, utilizando SrI e BaI em HR-CS GF MAS. 

 

Medicamento Forma de iodo 
Quantidade de iodo por 

comprimido (μg) 

Yodocefol® Inorgânico (KI) 200 

Levotiroxina Sanofi® Orgânico (C15H10I4NNaO4) 47,65  

 

4.3.4 Procedimento para a medida de iodo por HR-CS GF MAS 

 

As condições experimentais otimizadas, os parâmetros instrumentais, 

juntamente com as características de cada linha de absorção para as duas 

moléculas são detalhadas na Tabela 8. 
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Tabela 9 – Parâmetros instrumentais utilizados na determinação de iodo através 
das moléculas SrI e BaI, utilizando HR-CS GF MAS para amostras 
sólidas de medicamento. 

 

 SrI BaI 

Transições eletrônicas 
(faixa de comprimento 
de onda) 

X²ΣB²Σ (677 – 678 nm) 

 

X²Σ+C² Σ+ (538 – 561 nm) 

 

Comprimento de onda 
do pixel central  

677,700 nm 

 

538,308 nm 

Pixels somados por 
linha (resolução) 
 

3 (~7,5 pm) 3 (~5,1 pm) 

Reagente formador da 
molécula 
 
Modificadores 
químicos 
 

Sr (400 µg) 
 
 
Pd (10 µg) 
Ácido cítrico (2 mg)* 
Tioureia (100 μg)* 
 

Ba (400 µg) 
 

 

Faixa de massa de 
amostra analisada 
diretamente como 
sólido (mg) 

Yodocefol® 
Levotiroxina 
Sanofi® 
 

0,20 – 2,30  
1,00 – 4,50  
 

Yodocefol® 
Levotiroxina 
Sanofi® 
 

0,50 – 1,30  
0,60 – 2,35 
 

* Somente usado para análise de Levotiroxina Sanofi® 

 

Programa de Temperatura 

Etapa Temperatura (°C) 
Rampa       
(°C s-1) 

Tempo   
(s) 

Fluxo de gás Ar         
(L min-1) 

Secagem 90 10 20 2,0 

Secagem 110 5 20 2,0 

Secagem 150a 10 20 2,0 

Pirólise 600 200 20 2,0 

Vaporização 2000a/2200b 3000 15 0 

Limpeza 2500 3000 5 2,0 
a SrI / bBaI 

 

A otimização deste método foi realizada em duas etapas, sendo a primeira 

dedicado a molécula SrI e a segunda parte a molécula BaI, já descrita na literatura, 

para comparação dos resultados obtidos (HUANG et al., 2009). 
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Para a determinação de iodo utilizando a molécula de SrI, realizou-se a 

curva de calibração com solução padrão de iodeto de potássio (0,25 a 5 μg), onde 

cada ponto (branco + 5 concentrações crescentes) desta curva foi realizado em 

triplicata, e a média das absorvâncias integradas por área (CP ± 1) foram 

registradas. Juntamente com cada ponto da curva foram adicionados 10 μL da 

solução de 40 g.L-1 de estrôncio (400 μg) como reagente formador da molécula, 10 

μL da solução de 1 g.L-1 de paládio (10 μg), 10 μL da solução 200 g.L-1 de ácido 

cítrico (2 mg) e 10 μL da solução 10 g.L-1 de tioureia (100 μg). A adição dos dois 

últimos componentes somente foi utilizada nos padrões aquosos, quando a 

calibração é realizada para a análise de amostras contendo composto orgânico de 

iodo. Quando a amostra contém iodo inorgânico, o mesmo se comporta de forma 

mais semelhante ao padrão aquoso, não sendo necessária a adição de ácido cítrico 

e tioureia.  

Para a realização da análise comparativa utilizando BaI, na curva de 

calibração também se utilizou a solução padrão de iodeto de potássio (contendo 

iodo na faixa de 0,1 a 1 μg) onde as medidas para cada ponto (branco + 5 

concentrações crescentes) desta curva foram realizadas em triplicata, e a média das 

absorvâncias integradas por área (CP ± 1) foram registradas. Juntamente com cada 

ponto da curva foram adicionados 10 μL da solução de 40 g.L-1 de bário (400 μg). A 

utilização de modificadores para esta molécula, como o nitrato de paládio, não se 

mostrou eficiente. 

O programa de temperatura para as duas moléculas descrito na Tabela 8 foi 

aplicado, para a curva de calibração e amostras sólidas.  

Para ambas as moléculas, após a construção da curva de calibração, a 

plataforma vazia foi introduzida na microbalança para tarar, e levada novamente até 

a posição inicial pelo par de pinças do amostrador de sólidos, onde uma quantidade 

apropriada de amostra foi introduzida na mesma. Um pool de 10 comprimidos foi 

pesado e posteriormente macerado em um gral com um auxílio de um pistilo. Com o 

auxílio de uma espátula, pequenas amostras deste medicamento sólido foram 

introduzidas na plataforma vazia e taradas. Após a inserção da amostra, a 

plataforma foi levada novamente até a microbalança para ajuste de massa. 
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Depois de ajustada a massa da amostra, foi adicionado sobre a amostra o 

reagente formador de molécula (400 μg de estrôncio ou bário) e o paládio como 

modificador químico para a molécula SrI. Em seguida, a plataforma e seus 

componentes foram levados até o forno de grafite e o mesmo programa de 

temperatura realizado na curva de calibração foi aplicado e o sinal registrado. Em 

todas as análises, a absorvância integrada foi selecionada como modo de registro 

de sinal, ou seja, a soma dos sinais de 3 pixels (o central e mais dois adjacentes a 

este, CP ± 1) foram considerados como resultado analítico para cada análise, 

independente da linha ou molécula. 

Para cada determinação, foram analisadas cinco replicatas, e a mediana dos 

resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO; 

CASTILLO, 1999). 

 

4.3.5 Procedimento para a medida de iodo por ICP-MS 

 

Após a otimização do método de determinação de iodo por HR-CS GF MAS 

e realizada a análise dos medicamentos descritos na Tabela 7, a determinação da 

exatidão do método proposto foi comparada por ICP-MS. 

A análise dos medicamentos foi realizada após a maceração dos mesmos 

em gral e pistilo e posterior solubilização em água deionizada para o Yodocefol® e 

em 0,1 M de NaOH para a Levotiroxina Sanofi®. Após este processo, os mesmos 

ficaram em repouso por 48 horas para que os componentes insolúveis (prováveis 

silicatos) decantassem. O sobrenadante foi analisado por ICP-MS.  

As soluções padrão utilizadas para a calibração (branco + cinco 

concentrações crescentes) com ICP-MS foram preparadas pela simples dissolução 

de uma quantidade apropriada do sal de iodeto de potássio em água deionizada. 

(branco + cinco concentrações crescentes). A faixa de concentração de iodo 

utilizada foi de 2 a 10 μg.L-1. A adição de um padrão interno (Rh) foi realizada para a 

diminuição das flutuações de sinais provenientes do transporte da amostra. Uma 

concentração fixa de 10 μg.L-1 deste foi adicionada em cada ponto da curva de 

calibração. Os parâmetros utilizados no equipamento são descritos na Tabela 9. 
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Tabela 10 –  Parâmetros instrumentais utilizados na determinação de iodo por ICP-
MS para amostras de medicamento, após diluição e decantação. 

 

Modo Standard 

Fluxo do gás nebulizador 0,87 L min-1 

Fluxo do gás auxiliar 1,4 L min-1 

Fluxo do gás do plasma 16,5 L min-1 

RF power 1000 W 

RPa 0 

RPq 0,65 

Varredura/Leitura 100 

Leitura/Replicata 1 

Replicata 5 

Dwell time 20 ms 
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.4.1 Otimização das condições experimentais 

 

4.4.1.1 Investigação das linhas de absorção de SrI 

 

A literatura clássica apresenta diversas bandas de absorção da molécula de 

SrI, na região do visível e ultravioleta (335 a 710 nm), do espectro eletromagnético 

(PEARSE; GAYDON, 1976). Dessa maneira, buscou-se o monitoramento de bandas 

de absorção dessa molécula nessas regiões, utilizando HR-CS GF MAS, para 

melhor compreensão do comportamento e características de cada uma delas. 

Apesar disso, somente uma região apresentou bandas de absorção molecular de 

forma significativa, como mostra a Figura 7.  

 

Figura 7 – Dois espectros de absorção molecular, onde A) é resolvido no tempo e 
B) não é resolvido no tempo, ambos para a região espectral mais intensa 
da molécula de SrI, correspondendo a banda de vibração Δʋ=0 e 
seguinte transição eletrônica: X²Σ → B²π (λmáximo: 677,700 nm), 
utilizando o programa de temperatura descrito na Tabela 8.  
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Os espectros da Figura 7, foram registrados utilizando 2,5 μg de iodo, na 

forma de solução de KI, juntamente com 10 μg de Pd, na forma de Pd(NO3)2 em 

15% de ácido nítrico e 400 μg Sr, na forma de Sr(NO3)2. O programa de temperatura 

utilizado está descrito na Tabela 8. As janelas espectrais foram centradas de forma 

que a visualização permitisse a melhor visão do ambiente molecular em cada um 

dos casos. Os espectros obtidos com a adição de 2 mg de ácido cítrico e 100 μg de 

tioureia não sofrem modificações em suas formas, somente sendo alterado seu valor 

de absorvância. 

Ao observar a janela espectral da Figura 7, pode-se perceber que a 

molécula de SrI possi estruturas finas de linhas rotacionais, que pertencem a banda 

vibracional Δʋ=0, com transição eletrônica X²Σ → B²π para a banda de absorção na 

região do visível (λmáximo= 677,700 nm), na região do vermelho. 

Assim como para o cloro, as estruturas simples, finas e bem resolvidas 

apresentadas por esta molécula fazem com que o processo de definição de linha 

base se torne mais fácil do que em moléculas que apresentam linhas mais largas 

(ARAMENDÍA et al., 2011; NAKADI et al., 2015). 

Da mesma maneira que para a molécula de CaCl, após a análise de cada 

janela espectral, a possibilidade da soma de vários picos com sensibilidade 

semelhantes para a melhoria do LOD ou então, a ampliação da faixa linear através 

da seleção de uma linha menos sensível, foram utilizadas para a molécula de SrI. 

Como se pode observar na Figura 7, a janela espectral apresentada pela 

representação em 2D das linhas de absorção molecular possuem linhas com 

diferentes sensibilidades, numeradas de acordo com a ordem de surgimento. Para 

estas linhas (ou combinações delas), foram calculadas as massas características, 

faixas lineares e LOD. Os valores obtidos estão apresentados na Tabela 10.  

A massa característica e o LOD foram calculados da mesma forma que para 

a molécula de CaCl. 
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Tabela 11 – Massa característica, faixa linear e limite de detecção para linhas 
rotacionais da molécula de SrI, obtidos sob condições apresentadas 
na Tabela 8. As faixas de comprimento de onda e os números dos 
picos entre parênteses são baseados na Figura 7. 

 
 

Comprimento de onda (nm) (pico) 
Massa  

característica (ng) 

Faixa 

linear (μg) 
LOD (ng) 

677,356 (1) 48,6 até 10 44,78 

677,439 (2) 24,3 até 10 27,52 

677,619 (3) 31,6 até 10 31,90 

677,700 (4) 14,6 até 10 35,05 

677,888 (5) 23,7 até 10 43,70 

(3)+(4)+(5) 7,04 até 10 9,13 

 

Como é possível observar, a linha que possui maior sensibilidade é a de 

677,700 nm e proporciona um dos melhores limites de detecção, na faixa de 35 ng. 

A sensibilidade pode ser melhorada combinando os sinais das três últimas linhas por 

exemplo, como mostra a última linha da Tabela 10. O limite de detecção obtido pela 

combinação é de 9,13 ng, valor bem menor quando consideramos o valor individual 

de qualquer uma das linhas.  

Os valores de limite de detecção encontrados nesse trabalho, apesar de 

maiores em relação ao calculado pelo trabalho de Huang e colaboradores em 2009 

para a molécula de BaI (0,6 ng), se mostrou adequado para análise de 

medicamentos de forma direta.  

Da mesma forma que a molécula de CaCl contida neste trabalho, a molécula 

de SrI mostrou um comportamento inesperado, onde a seleção da linha menos 

sensível não resultou numa extensão da faixa linear, sendo obtido o valor máximo 

de 10 μg para todas as linhas. Esse comportamento é justificado da mesma maneira 

que para a molécula de CaCl. 
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4.4.1.2 Estrôncio e modificadores químicos  

 

Com o objetivo de atingir as melhores condições para a formação da 

molécula de SrI, utilizando HR-CS GF MAS, todos os experimentos realizados na 

otimização utilizaram soluções padrão aquosas de iodo, proveniente do KI, e 

monitorando a linha de absorção de 677,700 nm, a linha mais sensíveis para esta 

molécula. 

O primeiro parâmetro a ser otimizado foi a massa de estrôncio adicionado ao 

forno de grafite, para a formação de SrI. Este precisa estar presente em excesso, a 

fim de garantir a completa reação de formação e também para que a variação do 

sinal analítico seja correspondente somente à variação da quantidade de iodo, e não 

a quantidade de estrôncio presente na amostra. 

Para tal, 0,5 μg de iodo foram vaporizados juntamente com massas 

crescentes de estrôncio adicionadas ao forno de grafite, na presença de 10 μg 

paládio como modificador químico. A Figura 8 mostra a absorvância integrada para 

iodo em função da variação de massa de estrôncio, que apresenta uma relativa 

estabilidade de sinal para massas de estrôncio superiores a 300 μg. A massa de 400 

μg foi escolhida como otimizada de forma a garantir a formação da molécula e evitar 

possíveis variações de absorvância. 
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Figura 8 – Otimização da quantidade de estrôncio adicionada ao forno de grafite. 
A confecção desta curva utilizou 0,5 μg de iodo (na forma de KI), com a 
adição de 10 μg paládio (como nitrato), monitorando a linha de 
absorção molecular de 677,700 nm de SrI. A incerteza de cada ponto é 
expressa como o desvio padrão de três réplicas. 

 

 

 

Também foi realizada a mesma investigação para a molécula de BaI, com o 

objetivo de garantir as melhores condições experimentais para a molécula já 

estudada. A mesma massa de iodo, 0,5 μg, foi adicionada ao forno de grafite, 

juntamente com quantidades crescentes de bário. Não foi adicionado modificador 

químico, como relatado na literatura. O resultado desta otimização encontra-se na 

Figura 9, onde a absorvância integrada para iodo apresenta relativa estabilidade 

também com massas superiores a 300 μg de bário. 
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Figura 9 –  Otimização da quantidade de bário adicionada ao forno de grafite. A 
confecção desta curva utilizou 0,5 μg de I (como KI), monitorando a 
linha de absorção molecular de 538,308 nm de BaI. A incerteza de 
cada ponto é expressa como o desvio padrão de três réplicas. 

 

 

 

A segunda etapa foi a escolha da quantidade de modificadores químicos que 

proporcionassem uma adequada formação e estabilidade da molécula diatômica em 

temperaturas altas.  

Apesar do escasso número de trabalhos relatados na literatura, utilizando a 

formação de moléculas diatômica para análise de iodo por HR-CS GF MAS, muitos 

trabalhos utilizam modificadores permanentes e modificadores em solução para 

estabilizar a molécula alvo durante a pirólise e vaporização.  

O modificador permanente testado neste trabalho foi o zircônio e que apesar 

de proporcionar maior simplificação e rapidez de análise, não contribuiu de maneira 

significativa para a estabilidade da molécula ou proteção do forno de grafite. 

A investigação dos modificadores químicos convencionais iniciou-se 

analisando a influência dos metais do grupo da platina na estabilização molecular. 

Foram eles: paládio (na forma de nitrato e nanopartículas) e platina (nanopartículas). 

Os mesmos problemas encontrados na determinação de cloro com os 

modificadores de paládio e platina na forma de nanopartículas foram encontrados. 

As nanopartículas possuem algum tipo de contaminação dos reagentes utilizados na 

sua síntese, que contribuem para a elevação do ruído da linha base (RESANO; 

FLÓREZ, 2012). 
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Dessa forma, paládio na forma de Pd(NO3)2 foi utilizado como modificador em 

solução, pois a presença do mesmo no forno de grafite melhora a sensibilidade e a 

estabilidade da molécula diatômica. A Figura 10 apresenta a variação de 

absorvância integrada para 0,5 μg de iodo (na forma de KI), com 400 μg de estrôncio 

e concentrações crescentes de paládio, utilizando a molécula SrI com linha de 

monitoramento de 677,700 nm. 

 

Figura 10 – Otimização da quantidade de paládio adicionada ao forno de grafite. A 
confecção desta curva utilizou 0,5 μg de iodo (como KI), com a adição 
de 400 μg de Sr e quantidades crescentes de paládio (como nitrato), 
monitorando a linha de absorção molecular de 677,700 nm de SrI. A 
incerteza de cada ponto é expressa como o desvio padrão de três 
réplicas. 

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 10, os melhores resultados foram obtidos a 

partir de uma quantidade de 10 μg de Pd adicionada a plataforma.  

O mesmo estudo foi realizado para a linha de Bal (538,308 nm), utilizando as 

mesmas condições e nenhuma melhoria no sinal analítico foi observada. Mais 

informações sobre esse comportamento são discutidas na próxima seção. 

A determinação de iodo nas formas inorgânica e orgânica nas amostras 

sólidas de medicamento apresentaram intensidades de absorvância diferentes, para 

a mesma massa de iodo. Dessa forma, fica claro que a formação da molécula 
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acontece de forma diferente para as duas amostras, o que explica a ausência de 

trabalhos recentes envolvendo este tipo de determinação. 

Quando a análise tem como objetivo a determinação de iodo em 

medicamento contendo sua forma inorgânica, a absorvância encontrada em uma 

massa da amostra deste medicamento é semelhante à encontrada na mesma 

massa de iodo de soluções padrão aquosas de KI somados de 400 μg de estrôncio 

como formador da molécula e 10 μg de paládio. 

Porém, quando a amostra contém iodo na sua forma orgânica, a absorvância 

de uma massa do medicamento é cerca de 50% superior a encontrada na mesma 

massa de iodo em soluções padrão aquosas de KI somados de 400 μg de estrôncio 

e 10 μg de paládio. Foram realizados alguns testes com variação de temperatura de 

pirólise e atomização, assim como massa de modificadores e reagente formador de 

molécula, onde não se obteve a diminuição do sinal analítico em relação ao sinal 

obtido pelo padrão aquoso nas mesmas condições. A possibilidade de interferência 

espectral e não espectral foi descartada após alguns estudos sobre interferentes e 

pela alta reprodutividade da medida do sólido. 

Dessa maneira, foi necessário adicionar outros componentes para que os 

padrões aquosos de iodo proporcionassem sinais analíticos mais semelhantes aos 

produzidos pela amostra. A maneira encontrada para isso, foi deixando o padrão 

aquoso mais semelhante a matriz do medicamento Levotiroxina Safoni®, com a 

adição de dois componentes: ácido cítrico e tioureia.  

A adição de ácido cítrico é facilmente encontrada em trabalhos relatados na 

literatura, com o objetivo de aumentar o teor de carbono dentro do forno de grafite 

(BURGUERA et al, 2001; RESANO et al., 2009). 

Somente com a adição do ácido cítrico, os padrões aquosos apresentaram 

uma melhora de sensibilidade, porém ainda insuficiente quando comparado ao sinal 

analítico da amostra de medicamento a base de iodo orgânico. Sendo assim, 

buscou-se outro modificador que proporcionasse a compatibilidade do sinal analítico 

dos padrões aquosos com o obtido na amostra. 

A adição da tioureia à curva de calibração aquosa proporcionou um sinal 

analítico bastante adequado quando comparado ao obtido pela amostra sólida de 
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Levotiroxina Safoni®, apesar de seu mecanismo de ação não estar totalmente 

elucidado. Apesar disso, algumas inferências podem ser realizadas a fim de elucidar 

uma futura proposta de mecanismo.  

Em um primeiro momento, ao adicionar a solução de tioureia sob a plataforma 

contendo os demais componentes da curva de calibração aquosa, observou-se uma 

mudança da coloração levemente amarelada para um ocre com precipitação visível. 

Ao reagir os componentes de forma separada e de dois em dois, observou-se que a 

formação desse novo composto acontece ao misturar as soluções de tioureia com 

nitrato de paládio. Assim, fica claro que ocorre a formação de algum tipo de 

complexo entre o metal e a tioureia, que pode estar proporcionando uma maior 

estabilidade/interação do paládio para a formação da molécula de SrI, aumentando a 

sensibilidade da mesma.  

A literatura relata que a tioureia é comumente encontrada como agente 

recuperador do paládio em reações nas quais o mesmo é utilizado como catalisador. 

O complexo formado tem possível fórmula molecular Pd(CH4N2S)4
2-, de coloração 

laranja escura, compatível com a encontrada sob a plataforma (PAIVA et al., 2014). 

Ao adicionar tioureia na amostra sólida de iodo orgânico (Levotiroxina 

Safoni®) e inorgânico (Yodocefol®) uma diminuição da intensidade do sinal analítico 

é observada, provavelmente pela difícil formação do complexo em fase sólida ou 

pela interação do restante da matriz com o complexo formado. 

Então, para a análise de iodo na forma orgânica, somente para a curva de 

calibração aquosa, massas crescentes de iodo na forma de KI foram adicionadas 

juntamente com 400 μg de estrôncio como formador da molécula, 2 mg ácido cítrico, 

10 μg de paládio e 100 μg de tioureia. Para a análise de amostra de medicamento, 

foram adicionados somente 400 μg de estrôncio como formador da molécula e 10 μg 

de paládio. 

 

4.4.1.3 Otimização das temperaturas de pirólise e vaporização  

 

Assim como para a molécula de CaCl, as curvas de otimização das 

temperaturas de pirólise e vaporização foram elaboradas para que o comportamento 
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térmico, das moléculas de SrI e BaI, na presença e ausência do modificador químico 

paládio, fosse investigado. Nas curvas de pirólise e vaporização a adição de ácido 

cítrico e tioureia para a molécula de SrI não foi apresentado, uma vez que a adição 

dos mesmos proporciona o mesmo comportamento térmico, somente sendo alterado 

a intensidade das absorvâncias integradas. 

A Figura 11 mostra estas curvas para 1 μg de iodo na presença de 400 μg 

de Sr quando monitorado a linha de absorção molecular 677,700 nm, para a 

molécula SrI e 400 μg de bário quando monitorado a linha de absorção molecular 

538,308 nm para a molécula de BaI, ambos com e sem a adição de 10 μg de Pd 

como modificador químico. 

 

Figura 11 – Curvas de pirólise e vaporização obtidas através da análise de 1 μg de 
I e 400 μg de Sr (quadro A) e 400 μg de Ba (quadro B), com a adição 
de 10 μg de Pd (■) ou sem a adição de modificador químico (□), 
monitorando a linha de absorção molecular para SrI, 677,700 nm e 
538,308 nm para BaI. A incerteza de cada ponto é expressa como 
desvio padrão de três replicatas. 

 

 
 
 

Como pode ser visto na Figura 11, no quadro A, para a molécula de SrI tanto 

na etapa de pirólise quanto na vaporização, a adição de paládio proporciona uma 
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melhora na sensibilidade da molécula e um aumento da estabilização da mesma até 

1200 ºC na etapa de pirólise.  

Na etapa de vaporização, os valores máximos de absorvância integrada são 

obtidos entre 1800 e 2000 ºC, e para a curva que não utiliza paládio a estabilidade é 

alcançada entre 1800 e 2200 ºC. Apesar de maior estabilização, a não utilização de 

paládio proporciona uma diminuição da sensibilidade. 

Dessa maneira, as temperaturas utilizadas na determinação de iodo 

utilizando a molécula de SrI foram de 600 ºC para a pirólise e 2000 ºC para a 

vaporização. Uma temperatura mais baixa de pirólise, além de eliminar de forma 

eficiente a matriz orgânica dos medicamentos, aumenta o número de ciclos úteis do 

forno de grafite, uma vez que com a utilização de altas concentrações do agente 

formador da molécula, o mesmo tende a diminuir o tempo de vida do forno de 

grafite. Utilizando este método, cada forno de grafite e plataforma de sólidos 

proporciona cerca de 250 queimas. 

Ao analisar o comportamento térmico da molécula BaI, apresentado no 

quadro B da Figura 11, os resultados vão ao encontro do que está descrito na 

literatura a respeito desta molécula, onde a adição de paládio não contribui de forma 

significativa para a formação e estabilização da molécula (HUANG et al., 2009). 

Como não houve diferença significativa entre os perfis temporais e de 

intensidade de absorção molecular em nenhuma das temperaturas analisadas, foi 

definido 600 ºC para a etapa de pirólise e 2200 ºC para a vaporização. 

O trabalho publicado por Huang e colaboradores (2009) apresenta diversos 

testes com outras moléculas, incluindo SrI. Os autores relatam que não houve 

aparição de sinal analítico, apesar do uso de elevada concentração de iodo. Isso 

pode ser justificado pelas condições usadas, uma vez que os testes não abrangeram 

a utilização de modificadores químicos e o mecanismo da formação de SrI, como 

mostra a Figura 11, é fortemente dependente do mesmo. 

Resíduos na plataforma de sólidos somente foram observados ao utilizar 

massas elevadas de amostra (acima de 2 mg). A remoção destes resíduos foi 

realizada manualmente, e foi suficiente para garantir a boa reprodutividade. 
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4.4.2 Análise direta em amostras sólidas usando SrI 

 

Após a otimização dos métodos, foram realizadas as aplicações dos 

mesmos às amostras de medicamentos, apresentadas na Tabela 7. A curva de 

calibração foi realizada adicionando de forma direta os padrões líquidos, formadores 

de molécula e modificadores químicos à plataforma e, posteriormente, levadas até o 

forno de grafite. O programa de temperatura da Tabela 8 foi aplicado e o sinal 

registrado. Para análise dos sólidos, a plataforma foi pesada e tarada pela 

microbalança, e com o auxílio das pinças do amostrador sólido, a plataforma é 

trazida a posição incial para a inserção da amostra sólida. Previamente, a amostra 

de medicamento foi macerada com o auxílio de gral e pistilo, e com uma espátula, 

pequenas quantidades de amostra são inseridas na plataforma e levadas a 

microbalança para a pesagem. Após o ajuste da massa de amostra, o formador de 

molécula e os modificadores químicos são adicionados sobre esta massa de 

amostra e levadas pelas pinças do amostrados ao forno de grafite. O mesmo 

programa de temperatura da curva de calibração foi aplicado.  

A Figura 12 apresenta dois espectros resolvidos no tempo obtidos pela 

formação e vaporização de SrI, utilizando 1,606 mg do medicamento Yodocefol® 

(quadro A) e 2,973 mg do medicamento Levotiroxina Sanofi®, ambos centralizados 

no comprimento de onda 677,700 nm. Os sinais proporcionados pela análise direta 

dos sólidos para estas amostras são bem definidos e semelhantes. 
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Figura 12 – Espectros de absorção molecular resolvidos no tempo para a molécula 
de SrI provenientes da vaporização de 1,606 mg do medicamento 
Yodocefol® (quadro A) e 2,973 mg do medicamento Levotiroxina 
Sanofi® (quadro B), juntamente com 10 μg de Pd e 400 μg de Sr. O 
programa de temperatura utilizado está descrito na Tabela 8. 

 

 

 

Finalmente, os resultados obtidos para a determinação de iodo em duas 

amostras de medicamentos contendo iodo, de diferentes formas, são apresentados 

na Tabela 11 e se mostram de acordo com os fornecidos pelos rótulos e pela análise 

comparativa por ICP-MS, além de possuírem valores adequados de desvio padrão 

relativo para sólidos, ficando entre 7 e 9%. 

 

Tabela 12 – Resultados da determinação em dois medicamentos utilizando análise 
direta de sólidos por HR-CS GF MAS via SrI expressos através da 
mediana de 10 replicatas, utilizando 10 μg de Pd, 400 μg de Sr e as 
condições de temperatura da Tabela 8. As incertezas expressas são 
referentes ao desvio padrão. 

 

 Valor informado 

no rótulo (μg g-1) 

Valor encontrado (μg g-1) 

HR-CS GF MAS 

Valor encontrado 

(μg g-1) ICP-MS 

Yodocefol® 2000  2127 ± 155,6 1998 ± 131,3 

Levotiroxina Sanofi® 317,6            327,8 ± 28,75 316,7 ± 2,104 

 

Como o valor apresentado pelo rótulo do medicamento não pode ser 

considerado como valor verdadeiro, e sim como valor indicativo, para a confirmação 

dos resultados obtidos por HR-CS GF MAS, estes foram comparados com os 

obtidos por ICP-MS para as duas amostras de medicamento a base de iodo. Para 
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tal, foram realizados o Teste t de Student, ambos com um nível de confiança de 

95%, entre os resultados das duas técnicas. 

O valor de tcalculado para os resultados das duas técnicas envolvendo a 

análise de Yodocefol® foi de 1,925, e para Levotiroxina Sanofi® foi de 2,126, sendo o 

valor de ttabelado igual a 2,262 para um intervalo de confiança de 95% eu grau de 

liberdade igual a 9. Como os valores de tcalculado são menores que o de ttabelado, 

podemos dizer que os valores apresentados pelas duas técnicas para a análise de 

iodo, em ambos os medicamentos são estatisticamente similares. 

Considerando a dificuldade da formação molecular no forno de grafite 

associado a análise direta de sólidos, os resultados foram considerados satisfatórios 

para a análise de iodo em medicamentos. 

 

4.4.3 Comparação das moléculas SrI e BaI 

 

Após a otimização e validação do método utilizando a molécula de SrI para a 

determinação de iodo em amostras sólidas de medicamentos, buscou-se o método 

já descrito na literatura como base (HUANG et al., 2009), que utiliza a molécula de 

BaI, para fins de comparação. Essa escolha tem como justificativa a investigação da 

aplicabilidade das duas moléculas na determinação de iodo utilizando amostragem 

sólida. 

A Tabela 12 apresenta os valores informados no rótulo dos medicamentos 

Yodocefol® e Levotiroxina Safoni®, juntamente com os resultados obtidos pelas 

análises de iodo neste medicamento por HR-CS GF MAS utilizando as moléculas de 

SrI e BaI. 
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Tabela 13 – Informações sobre a constituição e determinação de iodo em 
Yodocefol® e Levotiroxina Sanofi®, através da análise direta de 
sólidos usando HR-CS GF MAS expressos através da mediana de 
10 replicatas, pela da formação molecular de SrI e BaI, utilizando as 
condições da Tabela 8. As incertezas expressas são referentes ao 
desvio padrão. 

 

Medicamento 
Informação do rótulo 

(μg g-1) 
 

Resultados  

usando SrI 

(μg g-1) 

Resultados 

usando BaI 

(μg g-1) 

Yodocefol® 2000   2127 ± 155,6  1117 ± 246,8 

Levotiroxina Sanofi® 317,6       327,8 ± 28,75 117,2 ± 25,98 

 

Como pode ser visto na Tabela 12, os resultados obtidos utilizando a 

molécula BaI, mesmo após a otimização, não foram satisfatórios para análise de 

medicamentos de forma direta. Isso não é um resultado surpreendente, uma vez que 

não há relato na literatura deste tipo de análise direta envolvendo esta molécula para 

a determinação de iodo. 

Para verificar se os resultados de iodo obtidos através das duas moléculas 

estudadas neste trabalho eram estatisticamente similares, foi aplicado o Teste t de 

Student. Os resultados do Teste t para a molécula de SrI já foi apresentado no item 

anterior, sendo estatisticamente similares a informação oferecida pelo rótulo. 

Para a análise estatística entre os resultados das duas moléculas utilizando 

a técnica de HR-CS GF MAS, aplicamos o Teste t que leva em consideração as 

diferenças individuais. Sendo assim foi encontrado um valor de tcalculado de 14,485 

para as duas moléculas. Como o valor de ttabelado para um intervalo de confiança de 

95% e um grau de liberdade igual a 9, temos o valor de 2,262, podemos inferir que 

os resultados obtidos entre as duas moléculas são considerados estatisticamente 

diferentes.  

Dessa maneira podemos concluir que os resultados obtidos para a molécula 

de SrI utilizando amostragem sólida direta apresenta valores estatisticamente 

semelhantes ao apresentado pelo rótulo de ambos os medicamentos e aos valores 

obtidos pela técnica de ICP-MS. Já a molécula de BaI, também utilizando 
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amostragem sólida direta apresenta valores estatisticamente diferentes daqueles 

declarados nos rótulos dos medicamentos e que os mesmos são sistematicamente 

menores do que os de referência. 

Dessa forma, este trabalho propõe de forma satisfatória a superação do 

problema envolvendo análise direta em sólidos para a determinação de iodo através 

da utilização da molécula de SrI pela técnica de HR-CS GF MAS. 

 

4.4.4 Parâmetros de mérito 

 

Os parâmetros de mérito avaliados para a molécula de SrI, na linha de 

absorção molecular de 677,700 nm, neste trabalho foram: Faixa linear, curva de 

calibração, massa característica, sensibilidade, LOD e LOQ. Estes parâmetros já 

foram elucidados no item 3.4.4 e estão descritos na Tabela 13. 

 

Tabela 14 – Parâmetros de mérito para o método de determinação de iodo por HR-
CS GF MAS via absorção molecular de SrI. Os valores de absorvância 
para a curva de calibração foram realizados através da média de três 
réplicas, onde cada uma levou em consideração a absorvância 
integrada (CP ± 1). 

Parâmetro  

Faixa linear 0,117 – 10 μg 

Curva analítica yΣ3,int = 0,3001xI + 0,0169 

R 0,9995 

Massa característica 14,66 ng 

LOD 0,035 μg / 3,5 mg.L-1 

LOQ 0,117 μg / 11,7 mg.L-1 
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4.5 CONCLUSÕES 

 

Após a investigação das janelas espectrais dos comprimentos de onda e 

suas sensibilidades, juntamente com o comportamento térmico da molécula de SrI, 

realizou-se a etapa de otimização das massas de reagente formador da molécula e 

do modificador em solução (paládio). 

A aplicação do método otimizado foi realizado através da análise de 

medicamentos contendo iodo (Yodocefol® e Levotiroxina Sódica®). Os resultados 

obtidos foram avaliados por ICP-MS para avaliação da exatidão. Após análise 

estatística, os mesmos foram considerados semelhantes. 

Realizou-se para comparação a determinação de iodo através da análise 

direta dos mesmos medicamentos via absorção molecular de BaI. Os resultados 

encontrados foram considerados estatisticamente distintos dos encontrados por ICP-

MS. 

Os resultados obtidos acrescentam uma inovação à determinação de iodo 

por amostragem direta de sólidos, uma vez que o único trabalho relatado na 

literatura pela mesma técnica apresenta a determinação de iodo em solução após a 

dissolução e posterior decantação de medicamentos (HUANG et al., 2009). A 

mesma molécula utilizada neste trabalho (BaI) também não apresentou bons 

resultados na análise direta de sólidos, justificando a necessidade da dissolução dos 

medicamentos. 

Dessa maneira, este trabalho propôs de forma satisfatória a determinação 

de iodo por HR-CS GF MAS via SrI utilizando amostragem direta de sólidos. Os 

resultados obtidos estão de acordo com os informados pelo rótulo dos 

medicamentos, além de terem sido comparados por ICP-MS. O método possui um 

bom limite de quantificação (0,117 μg), podendo ser aplicado a diferentes teores de 

iodo em diversos medicamentos. 
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5 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA A DETERMINAÇÃO DE 

MERCÚRIO UTILIZANDO AMOSTRAGEM DIRETA EM ESPECTRÔMETRO DE 

ABSORÇÃO ATÔMICA DE ALTA RESOLUÇÃO COM FONTE CONTÍNUA E 

FORNO DE GRAFITE 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

O mercúrio apresenta características interessantes, como ser um bom 

condutor e baixa temperatura de fusão (líquido em temperatura ambiente) que 

permite a combinação com outros metais na formação de amálgama. Essas 

características permitem seu uso em eletrodos e lâmpadas, assim como diversos 

produtos industriais como: fungicidas, herbicidas, corantes e medicamentos 

(MARTÍN-YERGA; GONZÁLEZ-GARCÍA; COSTA-GARCÍA, 2013). 

Apesar disso, somente a partir da década de 50, após a contaminação das 

águas marítimas da costa de Minamata, no Japão, que trouxe sérias consequências 

na saúde de milhares de pessoas, tomou-se consciência do grau de sua toxicidade 

(HA et al., 2016). 

Desde então, o monitoramento deste elemento, em todas as suas formas 

(orgânica, inorgânica e elementar), em diversos tipos de amostras, vem sendo o 

objetivo de muitos trabalhos de pesquisa. Apesar da toxicidade de cada forma do 

mercúrio ser diferente, todas possuem consequências graves à saúde humana e ao 

meio ambiente.  

A intoxicação pode ocorrer de diferentes maneiras, sendo a mais comum a 

ingestão de alimentos que foram contaminados em seu ambiente de cultivo. Mesmo 

quando a intoxicação acontece em pequenas quantidades, devido a sua capacidade 

de bioacumulação, o consumo contínuo deste alimento pode resultar em um 

aumento da concentração do metal no organismo e consequentemente, sérios 

problemas de saúde. Essa contaminação ambiental pode ser proveniente de fontes 

naturais ou antropogênicas, sendo a última mais significativa e proveniente de 

aplicações de fungicidas e herbicidas em alimentos, bem como a utilização na 

indústria do papel e eletroquímica e seu mau gerenciamento de resíduos.  
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Após a inserção do metal no organismo, sua acumulação ocorre no fígado, 

cérebro e tecido ósseo, causando falência renal, transtornos neurológicos e até 

mesmo a morte (MARTÍN-YERGA; GONZÁLEZ-GARCÍA; COSTA-GARCÍA, 2013). 

A avaliação da intoxicação por mercúrio é normalmente realizada pela 

análise do metal em amostras de urina e sangue. O teor de mercúrio encontrado na 

urina normalmente remete a exposição recente do metal na sua forma inorgânica ou 

elementar. No entanto, a forma Hg2+ se acumula nos rins, sendo lentamente 

excretado através da urina, dessa forma atuando também como um marcador de 

intoxicação a longo prazo. Normalmente os níveis do metal encontrados na urina 

são inferiores a 20 μg.L-1, em uma população que não foi exposta de forma direta ao 

metal (FERNÁNDEZ et al., 2016). 

Já o mercúrio na sua forma orgânica, é normalmente eliminado através do 

processo de desmetilação e excreção nas fezes, sendo raramente encontrado em 

urina. O mercúrio nesta forma possui uma meia vida maior, e é rapidamente 

absorvido pelo sistema digestivo e acumulado nas células vermelhas do sangue. 

Como esse tipo de composto circula no sangue por um tempo maior, sua 

acumulação em diferentes órgãos também é maior, podendo ser encontrado 

principalmente no sistema nervoso central. Sua concentração normal, em adultos de 

uma população não exposta é menor que 5 μg.L-1 em adultos.  

Com isso, há uma constante busca por métodos que proporcionem o 

adequado monitoramento da quantidade total de mercúrio em amostras de urina e 

sangue. Nesse sentido, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de método 

analítico para a determinação direta de mercúrio nessas amostras por HR-CS GF 

AAS, empregando nanopartículas de ouro como modificador químico. 

Como método comparativo, foi realizada a análise de mercúrio nas mesmas 

amostras de urina e sangue, utilizando como base o trabalho publicado na literatura 

que emprega permanganato de potássio como estabilizante do analito, em amostras 

sólidas para a determinação de mercúrio (SILVA et al., 2006). 
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5.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Para o cumprimento do objetivo geral, o qual visa o desenvolvimento de 

método analítico para a determinação de mercúrio, por análise direta em amostras 

de sangue e urina de forma direta por HR-CS GF AAS, foram traçados os seguintes 

objetivos específicos: 

 

I.     Estabelecer as melhores condições que permitam a determinação de 

mercúrio nas amostras e nos padrões aquosos com a adequada 

sensibilidade; 

 

II.     Investigar o comportamento térmico através da realização de curvas 

que proporcionem a otimização de temperatura de pirólise e 

atomização; 

 

III.     Verificar a possibilidade de utilização de nanopartículas de ouro 

como modificador químico para proporcionar adequada volatilidade 

ao analito, juntamente com a otimização de sua massa e tamanho; 

 

IV.     Aplicar o método desenvolvido para a determinação de mercúrio em 

amostras de urina e sangue certificadas; 

 

V.     Comparar os resultados obtidos com o método já publicado que 

utiliza o permanganato de potássio como estabilizador de mercúrio. 
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5.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

5.2.1 Mercúrio 

 

5.2.1.1 Histórico e características 

 

O elemento químico mercúrio, de símbolo Hg (do latim hydrargyrum, que 

significa prata líquida) é conhecido e usado desde a antiguidade, principalmente na 

forma de amálgama, desde 500 AC (GREENE, 2014). O elemento recebeu esse 

nome relacionado ao Deus grego Mercúrio, cuja característica é a velocidade e 

mobilidade. Na China, cinábrio (HgS), de cor vermelha ou preta, era utilizado como 

pigmento em tintas vermelhas há mais de 3000 anos. 

Já no século IV AC, Aristóteles usou o nome “fluido de prata” para a 

substância usada em cerimônia religiosa. Hipócrates também menciona o seu uso 

na medicina. Já no primeiro século depois de cristo, surgiram os primeiros relatos de 

intoxicação pelos escravos que trabalhavam nas minas de extração de ouro. Apesar 

disso, o elemento continuou a ser usado, principalmente na tentativa de transformar 

mercúrio em ouro. 

Um dos alquimistas da era renascentista, Philippus Aureolus Theophrastus 

Bombast von Hohenheim (1493 - 1541), fez o primeiro relato do motivo da 

intoxicação dos escravos, sendo esta devido à inalação da poeira tóxica e não 

devido à espíritos como se acreditava na época (FORRAI, 2007). 

Sua aplicação teve seu ápice na mineração do ouro, onde é usado para 

formar um amálgama com o metal precioso, possibilitando sua extração, posterior 

aquecimento e separação. Esse processo, ainda que pouco fiscalizado, é usado até 

os dias de hoje.  

O elemento químico mercúrio possui a coloração branco-prateado e é 

inodoro, localizado no sexto período e família IIIB da tabela periódica atual. Seu 

número atômico é 80 e sua massa 200,59 u. Seu ponto de fusão igual a -38,83ºC 

proporciona uma característica única a esse elemento, que é estar na forma líquida 

a temperatura ambiente. Possui elevada densidade (13,546 g.dm3 a 19,85 ºC), 
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apresentando características que sempre instigaram a curiosidade humana, de ser 

um líquido muito denso e prateado.  

Possui alta tensão superficial (não ficando aderido a superfícies vítreas), 

condutividade térmica (8,34 W m-1 K-1) e grande poder de assepsia por oxidar 

facilmente a matéria orgânica. É considerado um metal não-essencial a vida, ou 

seja, não é essencial para nenhum tipo de processo biológico, porém apresenta uma 

alta capacidade de acumulação nos seres vivos. 

Devido a sua configuração eletrônica (Xe): 4f14 5d10 6s2, seus estados de 

oxidação mais comuns são o 0, +1 e +2. Sua forma inorgânica pode ser 

normalmente encontrada nesses três diferentes estados de oxidação: a forma 

elementar (Hg0), e as oxidadas, como o íon mercuroso (Hg2
2+) e o íon mercúrico 

(Hg2+). Quando presentes em compostos orgânicos, normalmente o íon mercúrio 

está ligado covalentemente a um radical, sendo os mais comumente encontrados o 

metilmercúrio (CH3Hg+) e o dimetilmercúrio ((CH3)2Hg) (MICARONI et al., 2000). 

 

5.2.1.2 Abundância, obtenção, uso e contaminação  

 

A concentração de mercúrio na crosta terrestre é de, aproximadamente,              

80 µg.Kg-1 e se distribui através de processos naturais, como a erupção de vulcões, 

incêndios, movimento dos rios, lagos e oceanos e processos biológicos (IQBAL; 

ASMAT, 2012). O mercúrio pode estar presente em diversos tipos de minérios, 

sendo mais comumente encontrado em calcário, arenito, serpentina, andesita, 

basalto e riolita. Dentre esses tipos, o minério que possui maior teor de mercúrio é a 

cinábrio (86,2% de Hg). 

Em combustíveis fósseis a concentração de mercúrio pode variar de 10 a 

8.530 ppb, em carvão de 20 a 300.000 ppb, em petróleo bruto de 20 a 2.000 ppb, 

em petróleo sem refino, em terreno com elevados teores de mercúrio de 1.900 a 

21.000 ppb e betume e asfalto de 200 a 900.000 ppb. 

Os combustíveis fósseis que contém elevados teores de mercúrio 

proporcionam uma maior contaminação ambiental, uma vez que durante a sua 
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queima libera o metal ao ar, ocorrendo a posterior contaminação de solos e águas 

(NASCIMENTO; CHASIN, 2001). 

A emissão de mercúrio através de atividades antropogênicas é estimada em 

2.000 a 3.000 toneladas/ano, e existem dados que apontam que de 2.000 toneladas 

de mercúrio emitidas desde 1890, cerca de 95% permanecem no solo, 3% em águas 

oceânicas superficiais e 2% na forma de vapor na atmosfera (MICARONI et al., 

2000). 

A produção de mercúrio é realizada com maior intensidade nos países como 

Espanha, Rússia e Canadá. A maior parcela de produção de mercúrio ocorre 

através da extração do minério cinábrio. Normalmente essa extração ocorre através 

da reação do minério com oxigênio, oxidando o enxofre e liberando o mercúrio 

metálico (IQBAL; ASMAT, 2012). 

O mercúrio é utilizado por indústrias na fabricação de lâmpadas e tubos 

fluorescentes, termômetros e outros instrumentos, como medidores de pressão, 

lentes de telescópios, lâmpadas ultravioletas, interruptores, eletrodos e turbinas de 

vapor. Outras indústrias também utilizam mercúrio, como a metalurgia de ouro e 

prata, fabricação de pilhas e baterias, amálgamas dentários, pesticidas e produtos 

farmacêuticos. 

Sempre que uma indústria utiliza mercúrio como matéria-prima ou 

componente, existe associado a esse processo o risco de intoxicação ocupacional. 

Ainda que a utilização desse elemento em grande parte dessas indústrias tenha sido 

diminuída, tanto pela consciência ambiental e toxicológica quanto pelo avanço da 

tecnologia que permite a substituição desse elemento por outros, a emissão de 

mercúrio pela queima de combustíveis fósseis é ainda preocupante (RAMÍREZ, 

2008). 

A mineração do ouro é maior fonte de demanda e emissão de mercúrio 

(37%), sendo que entre 2005 e 2010 as emissões do metal duplicaram (UNEP, 

2013). Mercúrio é usado na mineração do ouro com a função de extração do ouro, 

isso se dá pela capacidade do mercúrio de formar amálgama com a maioria dos 

metais, com exceção do ferro e a platina. Amálgama pode ser definido como uma 
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liga entre o mercúrio com outro metal, onde nesse caso é composta por partes 

iguais de mercúrio e ouro.  

Uma vez formado o amálgama e extraído o ouro, a liga é aquecida e o 

mercúrio é levado ao estado de vapor, separando o ouro. Esse tipo de extração 

ainda é utilizada, principalmente em comunidades pequenas, devido ao baixo custo 

e facilidade da separação, quando comparado a métodos alternativos (UNEP, 

2013a).  

O aumento pela demanda e escassez de ouro faz com que seu preço 

aumente consideravelmente, e com isso a busca por novas minas acontece pelo 

mundo todo. A exploração em pequena escala e utilizando mercúrio como extrator 

ocorre principalmente na América do Sul, África e Ásia, sendo também encontrado 

em menores proporções na América do Norte e Austrália (GIBB; O’LEARY, 2014). 

A contaminação por mercúrio no homem pode ocorrer de duas maneiras: 

ocupacional ou ambiental. A primeira é aquela que ocorre através da exposição 

trabalhista, como por exemplo, em mineração e indústrias. Essa contaminação 

normalmente ocorre através das vias respiratórias, podendo ser identificada por 

meio da dosagem de mercúrio na urina. Os compostos que causam esse tipo de 

intoxicação são normalmente sais de mercúrio ou a substância simples. Já 

contaminação ambiental, pode ser provocada pela ingestão de alimentos ou águas 

contaminadas, proveniente do ambiente marinho ou de água doce. Esse tipo de 

contaminação leva o metal diretamente a corrente sanguínea, onde irá provocar 

problemas ao sistema nervoso central. A comprovação desta contaminação pode 

ser através da determinação de mercúrio em amostras de cabelo ou sangue. Os 

compostos de mercúrio normalmente responsáveis por este tipo de contaminação 

são os orgânicos, dentre os quais metilmercúrio ganha destaque. 

Ambos os tipos de contaminação, ocupacional e ambiental, apresentam 

compostos que atravessam a barreira placentária, causando sérios problemas no 

desenvolvimento do feto (SOUZA; BARBOSA, 2000). 
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5.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de ação e tratamento  

 

A toxicidade do mercúrio em humanos varia de acordo com a espécie 

química, quantidade e tempo de exposição ao metal. Além disso, as espécies que 

ocasionaram a intoxicação podem se interconverter em outras. Por exemplo, vapor 

de mercúrio (Hg0) inalado é facilmente absorvido pelas membranas do sistema 

respiratório e rapidamente convertido a sua forma oxidada (Hg2+ ou Hg2
2+), mas não 

tão rápido a ponto de evitar a deposição do metal no cérebro (BERNHOFT, 2012).  

Em todos os seus estados de oxidação o mercúrio pode causar alteração na 

estrutura de proteínas por causa da sua elevada afinidade de ligação com o enxofre 

presente nesses aminoácidos. Por causa disso, o metal pode ser um potencial 

responsável pelo mau funcionamento de qualquer órgão ou célula. 

Apesar do cérebro ser o órgão mais afetado, mercúrio metálico também se 

deposita nas glândulas mamárias, tireoide, suprarrenais, salivares, miocárdio, 

músculos, fígado, rins, pele, pâncreas, pulmões, testículos, próstata, sendo 

associado a disfunção apresentada por esses órgãos (ADAMS et al., 2010; 

AZEVEDO et al., 2012; BERNHOFT, 2012). 

Os principais sintomas de intoxicação são bronquite erosiva, podendo levar a 

insuficiência respiratória, associada a tremores devido à danos ao sistema nervoso 

central. Quando a intoxicação ocorre de forma crônica, disfunções neurais mais 

severas são apresentadas (GARNIER; FUSTER; CONSO, 1981) 

A excreção do mercúrio metálico se dá através da oxidação do mesmo até a 

formação do mercúrio mercúrico (Hg2+). A meia vida dos dois compostos varia muito, 

pois dependem do órgão em que se encontram depositados e o seus estados de 

oxidação, podendo variar desde poucos dias a vários meses, e em alguns 

grupamentos como o CNS possui uma meia vida de vários anos (BERLIN; ZALUPS; 

FOWLER, 2007). 

Por sua vez, o sal de mercúrio Hg2Cl2 (calomelano), que tem como íon o 

mercúrio mercuroso (Hg2
2+), tende a ser mais insolúvel e menos estável, dessa 

maneira apresenta menor absorção, quando comparado a outros tipos de 

compostos de mercúrio. Quando essa intoxicação ocorre, normalmente ocasiona dor 
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e descoloração das mãos e pés, conhecida como doença rosa ou acrodínia 

(GOODMAN; GILMAN, 1990).  

O calomelano é ainda usado em algumas regiões do mundo como laxativo. 

Ainda que sua absorção no intestino seja pequena, alguma porção do mesmo é 

convertida em íon mercúrico, sendo absorvido pelo organismo. O íon mercúrico 

(Hg2+, proveniente do sal HgCl2) é usado como preservativo na fabricação de filmes 

fotográficos e em alguns cremes clareadores de pele. Somente 2% do mercúrio 

ingerido nessa forma são absorvidos incialmente. Porém, acredita-se que o seu 

efeito corrosivo no sistema digestivo pode aumentar a sua absorção, quando a 

intoxicação ocorre por um tempo prolongado (NORSETH; CLARKSON, 1971; 

KOSTIAL; KELLO; JUGO, 1978). 

Esse estado de oxidação do metal não permite que o mesmo atravesse a 

membrana hematoencefálica eficientemente, mas se acumula na placenta, tecidos 

fetais e fluídos amnióticos. A sua excreção é normalmente realizada através da urina 

e fezes, e em menor quantidade através do suor, lágrimas, leite materno e saliva 

(SUZUKI et al., 1977). 

Assim como o mercúrio metálico, o íon mercúrico possui meia vida variável. 

São 42 dias para 80% da dose oral e os outros 20% não aparecem nas vias 

excretoras. Esse fato pode estar relacionado com a interconversão em outras 

espécies que levam muito tempo para ser excretadas. Já a forma orgânica, 

normalmente sendo referenciada como metilmercúrio, é amplamente estudada 

devido a sua estabilidade e presença nos diversos tecidos humanos (RAHOLA; 

HATTULA; LOROLAINEN, 1971). 

O etilmercúrio apresenta um comportamento semelhante ao metilmercúrio em 

nível celular, porém apresenta um terço da meia vida de excreção do metilmercúrio. 

O vapor do metilmercúrio é absorvido com 80% de eficiência, semelhante ao 

mercúrio metálico. A intoxicação pelo sistema digestivo, a partir de alimento 

contaminado é uma via de fácil absorção, assim como a cutânea (BERLIN; ZALUPS; 

FOWLER, 2007). 

Ao entrar na corrente sanguínea, o metilmercúrio também é atraído pelos 

grupos sulfidrila das proteínas, em especial a cisteína. Dessa maneira, também pode 
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ser o desregulador de funções celulares de diferentes órgãos, sendo o cérebro o 

mais atingido. Ele é depositado em diversos tecidos, através da corrente sanguínea, 

onde o equilíbrio entre o sangue e os tecidos ocorre aproximadamente 4 dias após a 

exposição. A deposição do metilmercúrio ocorre no cérebro, fígado, rins, placenta, 

tecido fetal (especialmente o cérebro), bem como os nervos periféricos e medula 

óssea. O metilmercúrio depositado nesses tecidos, lentamente é convertido em 

mercúrio inorgânico (BERLIN; ZALUPS; FOWLER, 2007; SUDA; TAKAHASHI, 

1992). 

O tempo de meia vida de excreção do metilmercúrio no corpo humano é cerca 

de 39 a 70 dias, dependendo do grau de contaminação, sendo excretado 90% nas 

fezes. Dependendo do tempo de exposição, 20%, pode ser excretado no leite 

materno. O teor do mesmo no cabelo humano reflete a quantidade presente no 

sangue no momento da exposição, mas não o mercúrio na sua forma elementar e, 

portanto, não deve ser usado como medida total de mercúrio (BERGLUND et al., 

2005; BERNHOFT, 2012; RICE et al., 2014). 

O tratamento realizado para a intoxicação de mercúrio, seja qual for sua 

forma, é primeiramente remover o paciente da fonte de exposição. Como o mercúrio 

é eliminado gradualmente pelas vias excretoras, somente a retirada do paciente da 

fonte de exposição pode ser suficiente para a melhora ou reversão dos sintomas. 

Em casos em que os indicadores biológicos (urina e/ou sangue) não 

apresentarem sinais de mercúrio ou os sintomas não regredirem, um tratamento 

mais agressivo é indicado, como o processo de quelação. O mesmo consiste em 

introduzir uma molécula com carga (normalmente uma que contenha enxofre em sua 

composição) no corpo humano com o intuito de que se realize uma ligação 

específica com o metal de carga oposta, facilitando a excreção do composto 

formado. Os agentes quelantes mais comumente usados para mercúrio é o EDTA 

(ácido etilenodiamino tetra-acético), BAL (2,3-dimercaptopropanol), NAP (N-acetil-

D,L-penicilamina), DMSA (ácido meso 2,3-dimercaptosuccínico) e DMPS (2,3-

dimercapto-1-propanosulfonato) (RISHER; AMLER, 2005). 
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5.2.1.4 Legislação 

 

Devido à sua elevada toxicidade, persistência e elevado tempo de meia vida 

no ambiente e corpo humano, o monitoramento do elemento mercúrio é considerado 

de grande importância.  

Como dito anteriormente, dependendo da sua forma, via e nível de exposição, 

a contaminação por esse metal pode trazer sérios riscos ao ecossistema, seja ele 

em sua forma aquática ou terrestre. Uma vez emitido ao ar, é levado por correntes 

aéreas, sendo levado até ambientes aquáticos para posterior depósito terrestre. A 

prova desse ciclo é a determinação de mercúrio em áreas não populadas, como o 

Ártico e Antártica, que estão localizadas muito distantes das fontes emissoras de 

mercúrio. Essa evidência classifica o mercúrio como um poluente global. 

Desde 1970, a preocupação com a emissão acarretou no surgimento de 

considerável número de regulamentações, em diferentes países, no intuito de 

diminuir os níveis emitidos e, consequentemente, os riscos relacionados à exposição 

desse elemento. Estas propõem limites para diversos tipos de vias de exposição, 

como ar, água, solo, combustíveis fósseis, alimentos e materiais industrializados. 

O nível de mercúrio normalmente encontrado no ar atmosférico é de 2 a       

10 ng.m-3, entretanto a Agência Americana de Registro de Substâncias Químicas 

Tóxicas e Doenças (ATSDR, do inglês Agency for Toxic Substances and Disease 

Registry) (ATSDR, 1999) reporta como nível máximo aceitável de mercúrio o valor 

de 200 ng.m-3 para exposição crônica. Já a US EPA propõe um nível maior, de 300 

ng.m-3 (EPA, 1995). 

A EPA e a WHO propõem um limite de mercúrio para água potável de 0,002 

mg.L-1 e 0,006 mg.L-1, respectivamente (EPA, 2007; WHO, 2005). 

A legislação brasileira através da portaria nº 2.914 (BRASIL, 2011) apresenta 

um valor ainda mais baixo para o controle de mercúrio em água potável, sendo 

0,001 mg.L-1 o valor máximo permitido. Para alimentos provenientes de ambientes 

aquáticos, como peixes, mariscos, crustáceos, entre outros, na sua forma fresca, 

congelada ou processada, e grãos de trigo rosa, o FDA apresenta um valor de 1 
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ppm, para uma porção de peixe comestível ou de 500 g de trigo, como o valor limite 

onde o produto pode ser retirado do mercado (EPA, 2000). 

Órgãos europeus, como a comissão da comunidade europeia (CEC, do 

inglês, Commission of the European Communities) apresentam os mesmos valores 

para os alimentos supracitados (COMMISSION REGULATION, nº 1881, 2006). 

Já no Brasil, para atender os interesses comerciais do Mercado Comum do 

Sul (Mercosul) os limites de mercúrio em peixes predadores são de 1 mg.Kg-1 e 0,5 

mg.Kg-1 para os demais frutos do mar (RDC nº 42, 2013). Já para a embalagens de 

alimentos, a Anvisa possui a resolução n° 105 que define um máximo de 0,005 % 

(m/m) solúvel em HCl 0,1N (BRASIL, 1999). 

Como o Brasil não é um produtor de mercúrio, a utilização do metal por 

indústrias ou qualquer outra instituição deve ser feita por importação. A entrada do 

metal e a sua devida comercialização é controlada pelo Ibama (Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis) através da portaria número 32, 

de 1995 (BRASIL, 1995) e o decreto número 97.634/89 (BRASIL, 1989) 

Essas legislações obrigam o cadastramento de pessoas físicas e jurídicas 

que irão utilizar o mercúrio importado, juntamente com as atividades exercidas com 

o metal. Caso as atividades sejam potencialmente poluidoras, deverão ser 

classificados como comércio e transporte de substâncias perigosas, bem como 

controlados os seus resíduos sólidos ou qualquer outro impacto ambiental. 

Apesar da consciência ambiental mundial sobre a utilização e toxicidade de 

mercúrio, o Brasil ainda não possui legislação que permita ao Ibama limitar o 

uso/comércio do metal, uma vez que a atividade esteja licenciada. 

O uso de mercúrio na atividade da extração do ouro é proibido pelo decreto nº 

97.507/89, com exceção de empresas licenciadas pelo órgão ambiental competente, 

além da obrigatoriedade da recuperação dessas áreas, degradadas pela atividade 

garimpeira (BRASIL, 1989) 

Já o conteúdo não intencional de mercúrio em fertilizantes é controlado pela 

Instrução Normativa do Ministério da Agricultura, sob número 27 de 2006, onde 

dispõe de um limite de 10 mg.Kg-1 para fertilizantes de origem orgânica (BRASIL, 

2006). 
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Para o esgoto urbano tratado e para a utilização na agricultura, o CONAMA 

apresenta uma resolução, sob número 357 de 2006, que estipula um limite máximo 

de 17 mg.Kg-1 do metal. Esse limite é maior do que o estipulado pelo ministério da 

agricultura para fertilizantes orgânicos (BRASIL, 2005). 

A resolução 306 de 2004 da Anvisa estabelece que os resíduos de 

amálgamas dentários que contém mercúrio devem ser armazenados em recipientes 

resistentes e hermeticamente fechados, com selo de enxofre, e devidamente 

encaminhados para a recuperação dos resíduos, sendo o profissional da área 

responsável pelo adequado destino. Todos esses cuidados são realizados para 

tentar diminuir as possibilidades de contaminação ambiental (BRASIL, 2004). 

Além disso, o decreto 7.404 de 2010 estabelece a responsabilidade e 

penalidade reversa, ou seja, os produtores também são responsáveis pelos 

cuidados com os resíduos gerados do produto vendido (BRASIL, 2010). Porém, em 

2014, o projeto de lei nº 7.627 proíbe a utilização de mercúrio para a produção de 

amálgamas dentários e justifica sua aprovação com base na existência de materiais 

alternativos e esteticamente mais viáveis, como a resina composta (BRASIL, 2014b). 

O carvão, como fonte energética de indústrias termelétricas, possui 

naturalmente mercúrio em sua composição, sendo a maioria na forma HgS. Sua 

concentração varia de 0,02 a 1 ppm, sendo normalmente encontrado de 0,05 a 0,8 

ppm no Brasil e de 0,01 a 8 ppm nos Estados Unidos. 

Após a sua combustão, ele é emitido na forma de material particulado (cinza 

volante) e outra parte fica retido na forma de cinzas pesadas ou ainda, retido no 

precipitador eletrostático (cinzas leves). Portanto, a quantidade de mercúrio liberada 

ao ambiente dependerá da tecnologia envolvida para a retenção do metal na saída 

da chaminé. Como o licenciamento para a geração de energia não exige 

monitoramento das emissões de metais na chaminé, o controle não está sendo 

monitorado por nenhuma resolução do CONAMA (BRASIL, 2011). 
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5.2.1.5 Determinação de mercúrio  

 

Devido a sua elevada toxicidade ao homem e ao meio ambiente, causada por 

todos os seus estados de oxidação e compostos, é um elemento amplamente 

investigado na literatura.  

A escolha da técnica analítica instrumental deve ser feita de forma adequada, 

uma vez que a pequena concentração encontrada naturalmente em algumas 

amostras, independente da espécie do mercúrio, deve ser compatível com o limite 

de detecção da mesma. Quando isso não é possível, pode-se utilizar uma etapa de 

pré-concentração, de forma a tornar compatível a quantidade encontrada 

naturalmente ao limite de detecção da técnica. 

Além disso, outras etapas de preparação de amostra podem ser necessárias 

para adequar a amostra a técnica utilizada, como por exemplo, a decomposição por 

via ácida ou básica, micro-ondas e ultravioleta. Porém, qualquer uma destas etapas 

são passíveis de erro, pois podem perder o analito por volatilidade ou contaminação 

pelos reagentes empregados.  

A técnica mais empregada para a determinação de mercúrio é a geração de 

vapor frio (CVG, do inglês Cold Vapor Generation) acoplada a espectrometria de 

absorção atômica (ALMEIDA et al., 2016) e espectrometria de fluorescência (HAN  

et al., 2007). Outras técnicas também são utilizadas como a cromatografia gasosa 

acoplada a espectrômetro de massas (CENTINEO; GONZÁLEZ; SANZ-MEDEL, 

2004), HPLC com detecção ultravioleta (DONG et al., 2004), ICP-MS (KRATA; 

VASSILEVA; BULSKA, 2016) e voltametria (SOMÉ et al., 2016). 

Relatos da utilização de GF AAS para determinação de mercúrio em 

diferentes amostras podem ser encontrados na literatura (LIANG; KANG; MO, 2016; 

IZGI; DEMIR; GÜÇER, 2000; LÓPEZ-GARCÍA; SÁNCHEZ-MERLOS; HERNANDÉZ-

CÓRDOBA, 1997; BAXTER; FRECH, 1989). Porém a utilização desta técnica 

apresenta alguns problemas como o elevado sinal de fundo e dificuldades na 

correção do mesmo dependendo do tipo de amostra. 

O uso de técnicas que permitam a análise direta de sólidos para a 

determinação de mercúrio se tornam uma atraente alternativa aos procedimentos 
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tradicionais de decomposição de amostras, devido a diminuição do risco de 

perda/contaminação de analito neste processo associado ao aumento de 

sensibilidade pela ausência de diluição. 

Apesar da existência de equipamentos chamados “analisadores de mercúrio” 

permitir a análise de metal em amostras sólidas, eles possuem problemas como a 

falta de correção de fundo, que resulta em possíveis problemas com interferências, 

principalmente em amostras com alto teor orgânico. Além disso, a pesquisa científica 

prioriza o desenvolvimento de trabalhos utilizando equipamentos que permitam 

também a análise de outros elementos (RESANO; BRICEÑO; BELARRA, 2009A). 

A espectrometria de absorção atômica utilizando forno de grafite se mostrou 

uma técnica adequada para a determinação de sólidos (TOROK; ZEMBERYOVÁ, 

2012) ou suspensões (BERMEJO-BARRERA et al., 1994; LÓPEZ-GARCÍA; 

SÁNCHEZ-MERLOS; HERNÁNDEZ-CÓRDOBA, 1997), utilizando a calibração com 

padrões aquosos, tornando o método mais adaptável a uma rotina laboratorial.  

Com o surgimento da instrumentação HR-CS GF AAS utilizando amostrador 

sólido, a determinação de mercúrio passaria por significativos avanços quando 

comparado a espectrometria de absorção atômica clássica. Seu desempenho de 

correção de fundo superior pode ser aplicado em amostras com matrizes mais 

complexas e também utilizar a calibração aquosa (MANDJUKOV et al., 2015; 

SOUZA et al., 2015). 

Dessa forma, este trabalho propõe o desenvolvimento da determinação de 

mercúrio em amostras de sangue e urina de forma direta utilizando HR-CS GF AAS. 
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5.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.3.1 Equipamento 

 

O mesmo equipamento descrito no item 3.3.1 foi utilizado. 

Espectrofotômetro V370 (Jasco, Espanha) foi utilizado para avaliar o tamanho 

das nanopartículas de ouro sintetizadas. 

 

5.3.2 Reagentes e soluções 

 

A água utilizada em todas as etapas de preparo de soluções foi purificada 

através do processo de deionização pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, USA). 

Os padrões de mercúrio foram preparados através da devida diluição do 

padrão de Hg(NO3)2 1000 mg.L-1 em ácido clorídrico 1% (Merck, Alemanha). Os 

padrões foram estocados em frascos de vidro. 

A solução de ouro iônico foi obtida através da solução padrão de ácido 

cloroáurico HAuCl4 de 1000 mg.L-1 (Merck, Alemanha). 

As soluções de nanopartículas de ouro comercialmente disponíveis utilizadas 

na otimização do método foram as com diâmetro de 20, 50, 80 e 100 nm da 

Nanocomposix, San Diego, Estados Unidos e as de 10, 30 e 60 nm do NIST, 

Alemanha, ambas com concentração de 50 mg.L-1. Todas foram utilizadas após 5 

minutos no sonicador e protegido da luz, sem diluição.  

Também foi realizada a síntese de nanopartículas de ouro, onde a mesma foi 

preparada a partir de uma solução padrão Au 1000 mg.L-1 (Merck, Alemanha) e do 

sal de citrato de sódio. O procedimento desta síntese é descrito no item 5.3.5. 

A solução de permanganato de potássio foi obtida através da adequada 

pesagem do sólido KMnO4 (Scharlau, Barcelona, Espanha) e posterior dissolução 

em água deionizada para a concentração final de 30 g.L-1. 
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5.3.3 Amostras 

 

As informações sobre as amostras de urina e sangue certificadas utilizadas 

para a verificação da exatidão do método desenvolvido e estão detalhadas na 

Tabela 14. 

 

Tabela 15 - Detalhes da composição das amostras certificados de urina e sangue 
utilizados neste trabalho para a determinação de mercúrio por HR-CS 
GF AAS. 

 

Amostras Tipo de amostra 

Conteúdo 

certificado de Hg 

(μg.L-1) 

Seronorm® – Trace Elements Urine ref 201205 

Urina 

     40,7 ± 2,3 

ClinCheck® - Control Nível II lote 923 ref 8848 39,5  ± 15,8 

ClinCheck® - Control Nível II lote 432 ref 201205      17,3 ± 8,7 

ClinCheck® - Control Nível I lote 432 ref 201205      2,30 ± 1,38 

Seronorm® Elements Whole Blood – Level III 
Sangue 

     37,1 ± 7,5 

Seronorm® Elements Whole Blood –  Level II      16,0 ± 3,2 

 

Conforme recomendação dos fabricantes, todas as amostras de urina da 

Clincheck® - Control foram compradas na forma sólida, e sua reconstituição foi 

realizada através da adição de 10 mL de água purificada e posterior agitação. Já a 

amostra de urina da Seronorm® – Trace Elements Urine foi reconstituída com 5 mL 

de água deionizada. 

As amostras de sangue também foram compradas na mesma forma, sendo 

reconstituídas com 3 mL de água deionizada. 

 

5.3.4 Procedimento para a medida de mercúrio por HR-CS GF MAS 

 

As condições experimentais, bem como os parâmetros instrumentais e as 

características da linha de absorção de mercúrio para os dois estabilizantes são 

detalhadas na Tabela 15. 
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Tabela 16 – Parâmetros instrumentais utilizados na determinação de mercúrio 
utilizando HR-CS GF AAS e nanopartículas de ouro ou permanganato 
de potássio como estabilizantes para análise de amostras de urina e 
sangue de forma direta. 

          KMnO4 e Nanopartículas de Au  

Comprimento de onda do pixel central  253,652 nm 

 
Pixels somados por linha (resolução) 
 

3 (~2,7 pm) 
 

 

Programa de Temperatura 

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s-1) Tempo (s) 
Fluxo de 
gás Ar         

(L min-1) 

Secagem 150 7 45 2,0 

Atomização 700 3000 10 0 

Limpeza 2600 3000 3 2,0 

 

Para a determinação de mercúrio utilizando nanopartículas de ouro como 

estabilizante, realizou-se a curva de calibração com 10 μL de solução padrão 

aquosa de mercúrio (0,1 a 0,9 ng), onde cada ponto (branco + 5 concentrações 

crescentes) desta curva foi realizado em triplicata, e a média das absorvâncias 

integradas por área (CP ± 1) foram registrados. Juntamente com cada ponto da 

curva de calibração foram adicionados 10 μL da solução 50 mg.L-1 de nanopartículas 

de ouro (500 ng) de 10 nm de diâmetro como estabilizante. 

Para a realização da análise comparativa utilizando KMnO4, a curva de 

calibração também se utilizou 10 μL de solução de mercúrio (0,1 a 0,9 ng) onde 

cada ponto (branco + 5 concentrações crescentes) desta curva foi realizado em 

triplicata, e a média das absorvâncias integradas por área (CP ± 1) foram 

registrados. Juntamente com cada ponto da curva foram adicionados 10 μL da 

solução de 30 g.L-1 de KMnO4 (300 μg).  

O programa de temperatura para os dois estabilizadores descritos na Tabela 

15 foi aplicado, para a curva de calibração e amostras de urina e sangue.  

Para ambos os estabilizadores, após a construção da curva de calibração,      

10 μL ou 20 μL (somente para a amostra de urina ClinCheck® - Control Nível I lote 
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432) foram introduzidas na plataforma, juntamente com o estabilizador que foi 

utilizado na curva de calibração.  

Em seguida, a plataforma e seus componentes foram levados até o forno de 

grafite e o mesmo programa de temperatura empregado na curva de calibração foi 

aplicado e o sinal registrado. Em todas as análises, a absorvância integrada foi 

selecionada como modo de registro de sinal, ou seja, a soma dos sinais de 3 pixels 

(o central e mais dois adjacentes a este, CP ± 1) foram considerados como resultado 

analítico para cada análise, independente do estabilizador. 

Para cada determinação, foram analisadas cinco repetições, e a mediana 

dos resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO; 

CASTILLO, 1999). 

 

 5.3.5 Procedimento para a síntese de nanopartículas de ouro 

 

A síntese das nanopartículas de ouro tem como objetivo baratear e 

simplificar a análise. Além disso, com a síntese foi possível aumentar a 

concentração das nanopartículas e avaliar o número de partículas por volume 

utilizado. Esta avaliação foi necessária, uma vez que as nanopartículas 

comercializadas com tamanhos diferentes possuem a mesma concentração e por 

conta disso, um número diferente de partículas por volume é adicionado ao forno de 

grafite. Como consequência, a área superficial de ouro que interage com o mercúrio 

será diferente. 

Para a síntese de nanopartículas, foi adicionado em um béquer 2,31 mL da 

solução padrão de ouro 1000 mg.L-1. O mesmo foi colocado sob manta de 

aquecimento, até a evaporação total do solvente, restando somente um sal dourado 

(HAuCl4). Este sal foi redissolvido com 20 mL de água deionizada e novamente foi 

levado a aquecimento. Após a ebulição, foram adicionados 2 mL de 38,8 mM de 

citrato de sódio diidratado (Na3C6H5O7.2H2O). O aquecimento se manteve até o 

aparecimento de uma coloração vermelha escura (aproximadamente 10 minutos). 

Após o surgimento da cor, a solução foi resfriada a temperatura ambiente e 

completado o volume até 22 mL com água deionizada. 
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.4.1 Otimização das condições experimentais 

 

5.4.1.1 Ouro e permanganato de potássio 

 

Devido à alta volatilidade do mercúrio, programas curtos de temperatura são 

empregados, normalmente sem a etapa de pirólise, para que a separação do analito 

da matriz ocorra de forma mais eficiente. 

A utilização de permanganato de potássio descrita na literatura (SILVA et al., 

2006) para a determinação de mercúrio é justificada pelo seu elevado poder 

oxidante, que previne a redução de Hg (II) da solução para Hg0, tornando o elemento 

mais estável frente a temperatura de secagem. A utilização de outros modificadores 

químicos (como paládio) não apresentaram bons resultados, podendo ser justificada 

pelo mecanismo desses modificadores com o metal, onde não proporcionam a 

mudança do seu estado de oxidação, levando a perdas ainda na etapa de secagem. 

A utilização de ouro na forma iônica ou de nanopartículas (comercialmente 

disponíveis ou sintetizadas no laboratório) também podem promover a estabilização 

do mercúrio através da formação de amálgama. A utilização de nanopartículas visa 

aumentar a área superficial de contato com o mercúrio e, assim melhorar a interação 

Hg – Au. 

Para fins de comparação foi realizada a otimização das temperaturas de 

pirólise e atomização (apresentadas no item a seguir) com os modificadores de ouro 

na forma iônica e de nanopartículas (sintetizadas e comerciais), assim como paládio.  

Dentre os modificadores a base de ouro, o ácido cloroáurico não causou uma 

estabilidade térmica expressiva ao mercúrio, levando a valores de absorvância mais 

baixos, quando comparado ao ouro na forma de nanopartículas. Além disso, na 

temperatura que apresenta maior valor de absorvância (700 ºC), o mesmo apresenta 

um duplo pico. Dessa maneira, o mesmo foi descartado como modificador. 
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Ao utilizar nanopartículas de ouro como modificador químico, devemos 

garantir que a massa seja suficientemente alta para que o amálgama seja formado 

de forma adequada. Levando em consideração que uma alta concentração de ouro 

proporcionaria um custo elevado para análise, optou-se por trabalhar com a 

concentração de 50 mg.L-1, variando então seu tamanho de partícula e número de 

partículas por volume. 

Para tal, 1 ng de mercúrio foi atomizado juntamente com tamanhos de 

nanopartículas de ouro crescentes. A Figura 14 mostra a absorvância integrada para 

mercúrio em função da variação do tamanho de nanopartículas de ouro, que 

apresenta um aumento de sinal analítico significativo para a nanopartícula de 

tamanho 10 nm.  

 

Figura 13 – Otimização do tamanho de nanopartículas de ouro adicionadas a 1 ng 
de Hg ao forno de grafite, monitorando a linha de absorção atômica de 
253,652 nm. Condições de temperatura da Tabela 15. 

 

 

 

Como pode ser observado, além do aumento considerável do valor de 

absorvância, um pequeno deslocamento temporal também ocorre. Isso pode ser 

justificado pela área superficial que cada tamanho de nanopartículas oferece.  

Nanopartículas maiores, oferecem uma área superficial menor, ocorre uma 

menor interação efetiva com o mercúrio para a formação do amálgama e, portanto, o 

analito pode ser perdido na etapa de pirólise, justificando a diminuição da 

intensidade de absorvância.  
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Além da investigação da influência do tamanho de partícula no sinal analítico 

de mercúrio, investigou-se também a concentração de partículas por volume 

definido. Isso se fez necessário, pois as nanopartículas de ouro comerciais 

apresentam a mesma concentração de massa/volume e tamanho de partículas 

diferentes.  

A solução de nanopartículas de ouro com tamanho de 10, 20, 30, 50, 60, 80 e 

100 nm apresentam 5,1 x 1012, 6,8 x 1011, 1,7 x 1011, 4,4 x 1010, 2,4 x 1010, 1,3 x 1010 

e 5,1 x 109 partículas.mL-1, respectivamente. 

Para realizar a comparação adequada entre o número de partículas por 

mililitro, foi necessária a síntese de nanopartículas, que ao possuir maior 

concentração (116 mg.L-1) permitiu a adequada comparação de tamanho e número 

de partículas com as soluções industriais. 

Para verificar o tamanho das nanopartículas de ouro sintetizadas, realizou-se 

uma medida comparativa com as comercialmente disponíveis por espectrofotômetro 

de absorção no UV-Vis (HAISS et al., 2007), sendo o valor máximo de absorvância 

de todas as nanopartículas obtido em 526 nm. Dessa maneira, ao realizar a 

comparação entre as nanopartículas, as sintetizadas tem comportamento 

(intensidade e forma de sinal) semelhante às de 10 e 20 nm, devendo possuir um 

tamanho intermediário a estas. Como essa faixa de tamanho não é possível de ser 

analisado por SP-ICP-MS (do inglês, Single Particle - Inductively Coupled Plasma 

Mass Spectrometry), foi realizado o cálculo teórico do diâmetro médio da partícula e 

o número de partículas por mililitro de solução a partir dos dados das medidas 

espectrofotométricas (HAISS et al., 2007), chegando a um valor médio de 13 nm e 

5,2 x 1012 partículas.ml-1. 

Dessa maneira, comparamos os resultados obtidos da absorvância atômica 

de 1 ng de Hg com as nanopartículas comerciais e a sintetizada no laboratório para 

verificar se os resultados teóricos obtidos caracterizam corretamente a nanopartícula 

sintetizada. 

 Assim, a Figura 15 apresenta os sinais de absorvância para 1 ng de Hg 

utilizando 500 ng de nanopartículas de ouro comerciais de tamanho 10 nm, assim 

como 1,16 μg de nanopartículas de ouro sintetizadas.  
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Figura 14 –  Avaliação do sinal de absorvância de 1 ng de Hg frente a 500 ng de 
nanopartículas de ouro comerciais de tamanho de 10 nm ( ∙∙∙ ) e 1,16 
μg de sintetizadas em laboratório (  ). Condições de temperatura da 
Tabela 15. 

 

 

 

Avaliando a Figura 15, é possível verificar que a solução de nanopartículas de 

ouro sintetizada proporciona um sinal de absorção semelhante a comercial de 10 

nm. Dessa maneira, a síntese dessas nanopartículas, além de reduzirem o custo da 

análise e serem facilmente sintetizadas, torna o método atrativo e capaz de ser 

aplicado a rotina de um laboratório. 

Uma vez otimizado o processo envolvendo a análise de mercúrio utilizando 

nanopartículas de ouro, é necessário comparar os resultados obtidos com o trabalho 

mais recente de mercúrio por espectrometria de absorção atômica utilizando 

permanganato de potássio. Para as otimizações de temperatura de pirólise e 

atomização foi utilizada a massa de 300 μg do KMnO4, como indicado pelo trabalho 

publicado (SILVA et al., 2006). 

A comparação dos sinais analíticos de mercúrio utilizando nanopartículas de 

ouro e permanganato de potássio foi realizada, como mostra a Figura 15. Foi 

utilizado 1 ng da solução aquosa de mercúrio com 500 ng de nanopartículas de ouro 

de 10 nm e com 300 μg de permanganato de potássio. Ambos os sinais foram 

registrados com o programa de temperatura descrito na Tabela 15.  
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Figura 15 – Perfis de sinal de absorvância em função do tempo para 1 ng de Hg 
utilizando 500 ng de nanopartículas de ouro (10 nm) e 300 μg de 
permanganato de potássio. Programa de temperatura utilizado está 
descrito na Tabela 15. 

 

 

 

Os sinais de 1 ng de mercúrio na presença de nanopartículas de ouro e 

permanganato de potássio possuem perfis de sinais analíticos visualmente 

diferentes, como apresentado pela Figura 15. Os mesmos possuem altura, largura e 

tempos diferentes. Entretanto, seus valores de absorvância integrada (CP ± 1) são 

semelhantes, isto é, de 0,148 s para nanopartículas de ouro e de 0,130 s para 

permanganato de potássio. Apesar desta semelhança, o limite de detecção para os 

dois métodos deve ser bastante diferente, uma vez que a definição do mesmo está 

baseado na diferenciação do sinal analítico da linha base. 

 

5.4.1.2 Otimização da temperatura de pirólise e atomização  

 

A escolha da adequada temperatura das etapas de pirólise e atomização 

pode ser considerada uma etapa crucial do processo de otimização do método 

envolvendo um elemento de alta volatilidade, como o mercúrio. 

Dessa forma, esta etapa foi realizada para que seja possível conhecer o perfil 

térmico do sinal analítico proporcionado pelos modificadores químicos: ouro na sua 
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forma iônica e nanoparticulada (10 nm), nitrato de paládio, 300 μg de permanganato 

de potássio e para fins de comparação na ausência de modificadores químicos. 

A Figura 16 mostra as curvas de atomização para 5 ng de mercúrio na 

ausência de modificador, com 10 μg de paládio (como nitrato), 500 ng de ouro na 

forma de nanopartículas (10 nm), 300 μg de permanganato de potássio e 10 μg de 

ácido cloroáurico, todos monitorando a linha de absorção atômica de 253,652 nm. A 

etapa de pirólise para estas curvas não foi realizada para evitar perdas do analito. 

 

Figura 16 – Curva de atomização obtida através da análise de 5 ng de Hg com 500 
ng de nanopartículas de ouro (Δ), 10 μg de ácido cloroáurico (▼), 300 

μg de permanganato de potássio (□), 10 μg de paládio (▲) e sem 

modificador (■). A incerteza de cada ponto é expressa como desvio 

padrão de três replicatas.  
 

             

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 16, a curva de atomização do mercúrio na 

ausência de modificador químico apresenta poucas variações nas suas formas e em 

valores de absorvância, sendo estes últimos baixos. Isso pode ser explicado devido 

à elevada volatilidade do metal, que antes de chegar a etapa de atomização foi 

vaporizado nas etapas de secagem. Dessa maneira, fica evidenciada a necessidade 

de um modificador químico que proporcione uma estabilidade térmica ao metal. 
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O permanganato de potássio apresenta os maiores valores de absorvância, 

porém suporta temperaturas menores de atomização e um maior ruído na linha 

base. A temperatura escolhida para a etapa de atomização utilizando este 

modificador químico foi de 700 °C. 

Para o paládio, o sinal de mercúrio não apresenta um patamar estável de 

valores de absorvância, apresentando uma queda de sinal a partir da temperatura 

de 900°C. Além disso, proporcionou sinais duplos para estas temperaturas, 

indicando mais de um mecanismo de atomização, não sendo escolhido neste 

trabalho como modificador. 

O ácido cloroáurico possui um patamar mais estável de temperatura de 

atomização (1000 a 1300ºC), porém as intensidades dos valores de absorvância são 

inferiores aos obtidos com permanganato de potássio e nanopartículas de ouro. 

Além disso, nas temperaturas em que o patamar é alcançado, o sinal analítico 

aparece como um duplo sinal, não sendo escolhido como modificador químico para 

este método. 

Já para as nanopartículas de ouro, apesar de apresentarem um sinal de 

absorvância com intensidade semelhante a obtida com permanganato, seus sinais 

analíticos são mais estreitos e altos, associados a uma linha base com menos ruído 

que proporciona um melhor limite de detecção, quando comparado ao 

permanganato de potássio. Sua temperatura otimizada foi escolhida como a de     

700 ºC na etapa de atomização, pois nessa temperatura, além da maior intensidade 

de sinal, temos também um menor ruído de linha base. 

Após a otimização desta temperatura, iniciou-se a investigação da 

temperatura de pirólise. A Figura 17 mostra estas curvas para 5 ng de mercúrio na 

ausência de modificador, com 10 μg de paládio (como nitrato), 500 ng de ouro na 

forma de nanopartículas (10 nm), 300 μg de permanganato de potássio e 10 μg de 

ácido cloroáurico, todos monitorando a linha de absorção atômica de 253,652 nm. A 

temperatura de atomização utilizada para cada modificador foi a otimizada 

anteriormente definida.  
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Figura 17  – Curvas de pirólise obtidas através da análise de 5 ng de Hg com 500 

ng de nanopartículas de ouro (Δ), 10 μg de ácido cloroáurico (▼), 300 

μg de permanganato de potássio (□), 10 μg de paládio (▲) e sem 

modificador (■). A incerteza de cada ponto é expressa como desvio 

padrão de três replicatas.  

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 17, a curva de pirólise do mercúrio na 

ausência de modificador químico também apresenta o mesmo comportamento da 

curva de atomização. 

Dentre os modificadores químicos estudados, nenhum proporcionou uma 

etapa de pirólise adequada maior que 200°C. Apesar de esta temperatura ser baixa, 

alguns trabalhos relatados na literatura propõem a análise de mercúrio por absorção 

atômica sem a etapa de pirólise para evitar perdas do analito (LÓPEZ-GARCÍA; 

SÁNCHEZ-MERLOS; HERNÁNDEZ-CÓRDOBA, 1997; SILVA et al., 2006). Como a 

ausência desta etapa não causou interferência das matrizes de urina e sangue, a 

mesma não foi realizada no método otimizado. 

A Figura 18 apresenta os espectros tridimensionais, resolvidos no tempo 

para os dois modificadores químicos utilizados neste trabalho para análise de urina e 

sangue. É possível ver o ruído que a linha base apresenta na análise do padrão 
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aquoso de 1 ng de Hg com A) 500 ng de nanopartículas de ouro e B) 300 μg de 

permanganato de potássio. 

 

Figura 18 – Espectros de absorção atômica resolvidos no tempo para o sinal 
analítico do padrão aquoso contendo 1 ng de mercúrio, juntamente 
com (A) 500 ng de nanopartículas de ouro (10 nm) e (B) 300 μg de 
permanganato de potássio, utilizando o programa de temperatura da 
Tabela 15.  

 

 

 

 

 

Os resultados encontrados neste trabalho utilizando permanganato de 

potássio, referente a forma do sinal analítico, ruído de linha base e limite de 

detecção vão ao encontro com os apresentados pela literatura (SILVA et al., 2006). 

Além disso, com o uso frequente deste modificador químico observou-se resíduos 

na plataforma, e consequentemente maior desgaste da plataforma de sólidos, 

quando comparada a utilização de nanopartículas de ouro.  

Por todas as razões previamente citadas, este trabalho propõe a utilização 

de nanopartículas de ouro (comerciais ou sintetizadas) como modificador químico 

para análise de mercúrio por absorção atômica. Estas análises sempre foram 

realizadas em comparação as análises empregando permanganato de potássio. 
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5.4.2 Análise direta em amostras de urina e sangue usando nanopartículas de 

ouro  

 

Após a otimização do método, foi realizada a aplicação do mesmo nas 

amostras certificadas de urina e sangue apresentadas na Tabela 14. A curva de 

calibração foi realizada adicionando massas crescentes de mercúrio em solução e 

500 ng de nanopartículas de ouro (10 nm) comerciais de forma direta sobre a 

plataforma de sólidos. A mesma foi levada até o forno de grafite pelas pinças do 

amostrador sólido, e o programa de temperatura apresentado pela Tabela 15 foi 

aplicado e o sinal registrado. 

Para análise das amostras de urina e sangue, as mesmas eram 

recompostas com um volume adequado de água deionizada e pipetadas 

diretamente sob a plataforma de sólidos, juntamente com os 500 ng de 

nanopartículas de ouro (10 nm). Para as amostras que possuíam uma menor 

quantidade de mercúrio (próxima ao limite de quantificação do método) (ClinCheck® 

- Control Nível I lote 432 ref 201205) foi pipetado um volume de 20 μL e o restante 

das amostras, um volume de 10 μL. 

A Figura 19 apresenta dois espectros tridimensionais obtidos pela 

atomização de mercúrio em amostras de urina (ClinCheck® - Control Nível II lote 923 

ref 8848) e sangue (Seronorm® Elements Whole Blood – Level III), ambos nas 

condições apresentadas pela Tabela 15. Os sinais proporcionados pela análise 

direta para estas amostras são bem definidos e semelhantes. 
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Figura 19 – Espectros de absorção atômica resolvidos no tempo para mercúrio nas 
amostras de A) urina (ClinCheck® - Control Nível II lote 923 ref 8848) e 
B) sangue (Seronorm® Elements Whole Blood – Level III). O programa 
de temperatura utilizado está descrito na Tabela 15. 

 

 

 

Como pode ser observado na Figura 19, a amostra de urina por possuir uma 

menor complexidade de matriz, apresenta um menor ruído de linha base e na 

amostra sangue, esse ruído é mais acentuado. Independentemente desse fato, em 

ambas as amostras foi possível quantificar de forma adequada os níveis de mercúrio 

indicados pela certificação das amostras. Dessa maneira, os resultados obtidos para 

a determinação de mercúrio em amostras de urina e sangue, em diferentes 

concentrações, são apresentados na Tabela 16 e se mostram de acordo com os 

fornecidos pela certificação. 
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Tabela 17 – Resultados da determinação de mercúrio em amostras certificadas de 
urina e sangue utilizando análise direta por HR-CS GF AAS (n=5) 
utilizando 500 ng de nanopartículas de ouro e as condições de 
temperatura da Tabela 15. As incertezas expressas são referentes aos 
valores de desvio padrão das replicatas. 

 

Amostras 
Tipo de 

amostra 

Conteúdo 

certificado de 

Hg (μg.L-1) 

Conteúdo 

encontrado 

de Hg (μg.L-1) 

Seronorm® – Trace Elements Urine ref 201205 

Urina 

  40,7 ± 2,3  40,8 ± 2,9 

ClinCheck® - Control Nível II lote 923 ref 8848 39,5  ± 15,8   38,3 ± 4,37 

ClinCheck® - Control Nível II lote 432 ref 201205   17,3 ± 8,7    17,0 ± 1,61 

ClinCheck® - Control Nível I lote 432 ref 201205   2,30 ± 1,38      2,3 ± 0,13 

Seronorm® Elements Whole Blood – Level III 
Sangue 

  37,1 ± 7,5 30,7 ± 7,2 

Seronorm® Elements Whole Blood –  Level II   16,0 ± 3,2    16,6 ± 3,0 

    

Após os resultados serem obtidos, aplicou-se o Teste t de Student para 

verificar se os valores encontrados pela técnica de HR-CS GF AAS são similares 

aos fornecidos pela certificação.  

O valor de tcalculado para as amostras de urina Seronorm® – Trace Elements 

Urine ref 201205, ClinCheck® - Control Nível II lote 923 ref 8848, ClinCheck® - 

Control Nível II lote 432 ref 201205 e ClinCheck® - Control Nível I lote 432 ref 

201205 são respectivamente:0,047534, 0,60708, 0,40017 e 0,29632. O ttabelado para 

um nível de confiança de 95% e um grau de liberdade igual a 4 é de 2,776.  

Já os valores de tcalculado para as amostras de sangue Seronorm® Elements 

Whole Blood – Level III e Seronorm® Elements Whole Blood – Level II são 

respectivamente: 2,00124 e 0,02879. O ttabelado para o mesmo intervalo de confiança 

e grau de liberdade das amostras de urina também é de 2,776. Como o tcalculado é 

menor que o ttabelado para todas as amostras, os resultados encontrados pela técnica 

de HR-CS GF AAS para a determinação de mercúrio utilizando nanopartículas de 

ouro para análise direta de urina e sangue foi considerado estatisticamente 

semelhante aos valores certificados. 
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5.4.3 Comparação dos modificadores químicos nanopartículas de ouro e 

permanganato de potássio 

 

Após a otimização e validação do método para a determinação de mercúrio 

utilizando nanopartículas de ouro, buscou-se o método já descrito na literatura 

(SILVA et al., 2006) que utiliza permanganato de potássio como agente oxidante. 

Essa escolha tem como justificativa a melhoria no limite de detecção do método 

associado à nova possibilidade de determinação de amostras de sangue de forma 

direta. A Tabela 17 apresenta os valores informados para as amostras de urina e 

sangue referentes aos teores de mercúrio certificados, juntamente com os 

resultados obtidos utilizando nanopartículas de ouro e permanganato de potássio.  

 

Tabela 18 – Informações sobre a constituição e determinação de mercúrio em 
amostras de urina e sangue certificados, através da análise direta 
usando HR-CS GF AAS utilizando nanopartículas de ouro e 
permanganato de potássio, com as condições da Tabela 15. Incertezas 
foram expressas como o desvio padrão das replicatas. 

Amostras 
Tipo de 

amostra 

Conteúdo 

certificado 

de Hg      

(μg.L-1) 

Resultados 

nanopartículas 

de Au (μg.L-1) 

Resultados 

KMnO4    

(μg.L-1) 

Seronorm® 

Urina 

40,7 ± 2,3 40,8 ± 2,9 43,2 ± 1,9 

ClinCheck® Nível II 923 39,5  ± 15,8 38,3 ± 4,37 42,6 ± 6,45 

ClinCheck® Nível II 432 17,3 ± 8,7 17,0 ± 1,61 <LOD 

ClinCheck® Nível I 432 2,30 ± 1,38 2,3 ± 0,13 <LOD 

Seronorm® Level III 
Sangue 

37,1 ± 7,5 30,7 ± 7,2 <LOD 

Seronorm® Level II 16,0 ± 3,2 16,6 ± 3,0 <LOD 

 

Após os resultados serem obtidos, aplicou-se o Teste t de Student para 

verificar se os valores encontrados pela técnica de HR-CS GF AAS utilizando 

permanganato de potássio são estatisticamente similares aos fornecidos pela 

certificação.  
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O valor de tcalculado para as amostras de urina Seronorm® – Trace Elements 

Urine ref 201205 e ClinCheck® - Control Nível II lote 923 são respectivamente: 

2,1245 e 1,5534. O ttabelado para um nível de confiança de 95% e um grau de 

liberdade igual a 4 é de 2,776. Para estas duas amostras, pode-se inferir que os 

resultados obtidos através da determinação de mercúrio utilizando permanganato de 

potássio pela técnica HR-CS GF AAS para a análise de forma direta de urina são 

estatisticamente semelhantes aos certificados. Porém, estes resultados só foram 

possíveis em amostras de urina com concentração superior a 30 μg.L-1, devido ao 

limite de detecção não ser adequado, associado ao maior ruído da linha base. 

Para as amostras de sangue, que estariam dentro da concentração 

quantificável utilizando permanganato de potássio, a análise resultou na ausência de 

sinal analítico para as duas amostras certificadas. Esse comportamento pode ser 

justificado pelo permanganato de potássio ser um excelente agente oxidante, que ao 

entrar em contato com a matriz mais complexa de sangue acaba por oxidar a matriz, 

resultando em uma linha base muito ruidosa, impossibilitando a visualização do sinal 

analítico. 

Resíduos na plataforma de sólidos somente foram observados ao utilizar 

volumes elevados de amostra (acima de 10 μL), sendo esta visualização mais 

frequente com o uso de permanganato de potássio, assim como a maior corrosão da 

plataforma de sólidos.  

Dessa forma, o método proposto neste trabalho para a determinação de 

mercúrio utilizando nanopartículas de ouro pela técnica de HR-CS GF AAS para 

análise de urina e sangue de forma direta se mostrou com maior aplicabilidade ao 

trabalho publicado utilizando permanganato de potássio.  

 

5.4.4 Parâmetros de mérito 

 

Os parâmetros de mérito avaliados para o método de determinação de 

mercúrio, utilizando nanopartículas de ouro e permanganato de potássio na linha de 

absorção atômica de 253,652 nm por HR-CS GF AAS foram: Faixa linear, curva de 

calibração, massa característica, sensibilidade, LOD e LOQ. Com exceção do LOD e 
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LOQ, os outros parâmetros já foram elucidados no item 3.4.4 e estão descritos na 

Tabela 18. 

 

Tabela 19 –  Parâmetros de mérito para o método de determinação de mercúrio por 

HR-CS GF AAS utilizando nanopartículas de ouro e permanganato de 

potássio. Os valores de absorvância para a curva de calibração foram 

realizados através da média de três réplicas, onde cada uma levou em 

consideração a absorvância integrada (CP ± 1). 

 

Nanopartículas de ouro - Parâmetros  

Faixa linear 0,190 – 400 ng 

Curva analítica yΣ3,int = 0,1278xHg + 0,0063 

R 0,998 

Massa característica 34 μg 

LOD 0,057 ng / 2,85 μg.L-1 

LOQ 0,190 ng /  9,5 μg.L-1 

Permanganato de potássio - Parâmetros  

Faixa linear 0,611 – 300 ng  

Curva analítica yΣ3,int = 0,2388xHg - 0,0013 

R 0,997 

Massa característica 18 μg 

LOD 0,183 ng / 18,3 μg.L-1 

LOQ 0,611 ng / 61,1 μg.L-1 

 

Ao calcular os limites de detecção e quantificação para os dois métodos 

utilizados neste trabalho, os dois resultados seriam bem próximos, sendo o LOQ de 

0,185 e 0,145 ng utilizando nanopartículas de ouro e permanganato de potássio, 

respectivamente. Isso vai de encontro aos resultados experimentais, uma vez que 

essa quantidade para o método de permanganato de potássio não é passível de ser 

quantificada. Isso pode ser explicado pela forma dos sinais, que apresentam valores 

de absorvância integrada semelhantes, uma vez que apresentam áreas 
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semelhantes. Porém suas formas são distintas, pois o sinal analítico de mercúrio 

obtido utilizando nanopartículas de ouro é mais estreito e mais alto e o sinal 

utilizando permanganato de potássio é mais largo e baixo. Dessa maneira, fica claro 

que a maneira de calcular o limite de detecção e quantificação para dos dois 

métodos não está adequada. 

A fórmula utilizada é a mesma descrita pela Equação 2 e 3, porém a 

sensibilidade não é mais a inclinação da reta que foi confeccionada a partir de 

valores relacionados a área do pico, e sim, utilizando a altura do sinal (RIBANI et al., 

2004). Dessa forma, podemos calcular de forma mais adequada o valor de limite de 

detecção e quantificação. Os mesmos estão descritos na Tabela 18.  

 

5.5 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho foi desenvolvido um método analítico para a determinação de 

mercúrio de forma direta em amostras de sangue e urina certificadas utilizando HR-

CS GF AAS.  

Após os estudos de otimização de temperatura de pirólise e atomização de 

diferentes modificadores, fica claro a melhora do formato e intensidade do sinal 

analítico do mercúrio ao utilizar nanopartículas de ouro. Ainda, foi possível a 

realização da síntese das nanopartículas de ouro com o mesmo comportamento 

térmico e analítico das sintetizadas, possibilitando uma alternativa a compra das 

mesmas. 

Após a realização desses procedimentos, a verificação da exatidão do 

método foi realizada através da determinação de mercúrio em amostras de sangue e 

urina certificadas de forma direta. Os resultados obtidos pelo método proposto neste 

trabalho nestas amostras foram analisados pelo Teste t de Student que mostra que 

os mesmos são estatisticamente semelhantes aos informados pela certificação.  

Posteriormente, as amostras foram analisadas pelo método já publicado pela 

literatura para a determinação de mercúrio, que utiliza permanganato de potássio. 

Ao comparar os resultados obtidos, o método desenvolvido neste trabalho apresenta 

melhorias, uma vez que possui um limite de detecção e quantificação mais 
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adequado, possibilitando a determinação de mercúrio em amostras que possuem 

um menor teor de mercúrio. Além disso, para as amostras de sangue certificadas 

que possuem um teor de mercúrio passível de ser analisado pelo método que utiliza 

permanganato de potássio, não foi possível de ser realizado, pois por ser um 

excelente agente oxidante, acaba oxidando a matéria orgânica, e a mesma se 

sobrepõe ao sinal analítico.  

Dessa maneira, o método proposto neste trabalho apresenta um elevado 

potencial de ser aplicado na determinação de mercúrio em amostras de urina e 

sangue de forma direta, de forma simples e completamente adaptável a rotina de um 

laboratório de análises químicas. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A necessidade de quantificação de elementos voláteis e de importância 

toxicológica como o cloro, iodo e mercúrio formaram a base da investigação deste 

trabalho, resultando no desenvolvimento de três métodos analíticos utilizando HR-

CS GF MAS ou HR-CS GF AAS por amostragem direta. 

A determinação de cloro por HR-CS GF MAS inseriu de forma satisfatória 

uma nova molécula (CaCl) na literatura científica, juntamente com a aplicação do 

método desenvolvido em diversas amostras, com concentrações distintas de cloro. 

Além disso, proporciona uma melhoria no quesito determinação de cloro em 

amostras com alto teor de cálcio, uma vez que o mesmo é extremamente comum em 

inúmeras amostras e é o formador da molécula alvo. 

A determinação direta de iodo em amostras sólidas de medicamentos por HR-

CS GF MAS foi realizada pela primeira vez, através da molécula de SrI. Apesar de 

apresentar alguns desafios em relação aos mecanismos existentes ao adicionar 

ácido cítrico e tioureia, o método apresentado mostra uma evolução científica na 

determinação de iodo em amostras sólidas. 

A determinação de mercúrio via HR-CS GF AAS utilizando nanopartículas de 

ouro como estabilizador do elemento volátil, proporcionou uma melhoria no limite de 

detecção quando comparado ao método já existente que utiliza permanganato de 

potássio, além de descrever a síntese das nanopartículas de forma fácil e rápida. O 

método desenvolvido neste trabalho permitiu de forma adequada a análise de 

mercúrio em amostras de urina e sangue certificadas de forma direta. 

Assim, o desenvolvimento desses três métodos analíticos possibilitou de 

forma inovadora, através da determinação molecular e atômica, a determinação de 

cloro, iodo e mercúrio em amostras sólidas e líquidas de forma direta por HR-CS GF 

MAS ou HR-CS GF AAS. Até o presente momento, somente o artigo científico 

referente a determinação de cloro via CaCl foi publicado (GUARDA et al., 2016) e os 

dois restantes estão em fase de escrita e submissão à revistas científicas de alto 

fator de impacto. O mesmo se encontra no anexo I desta tese. 
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ANEXO I – ARTIGO CIENTÍFICO 
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