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RESUMO

O Cd € um elemento ndo essencial ao metabolismo humano sendo téxico
mesmo em baixas concentracdes, enquanto que o Mn € um elemento essencial
em determinada faixa de concentracdo. Sendo assim, € de grande importancia o
desenvolvimento de métodos confiaveis para a determinacdo destes elementos
em alimentos e aditivos para alimentos destinados a nutricdo humana. A presenca
destes elementos quimicos como contaminantes em aditivos alimentares a base
de fosfato (em especial os tripolifosfatos) € comum, sendo dependente da origem
do fosfato. Entretanto, fortes interferéncias sdo observadas na determinacéo de
Cd e Mn na presenca do fosfato por diversas técnicas baseadas na
espectrometria atbmica.

Dentre as técnicas analiticas disponiveis para a determinacédo de Cd e Mn,
a espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS) é amplamente usada,
principalmente devido a caracteristicas como disponibilidade, custo relativamente
baixo, simplicidade, processamento rapido da amostra, robustez, precisdo e
exatiddo. Porém, a baixa sensibilidade e alguns problemas de interferéncia sdo os
principais fatores que limitam o uso da FAAS para a determinacdo destes
elementos em baixas concentracdes, sendo necesséarias etapas de pré-
concentracdo do analito. Assim sendo, neste trabalho foi desenvolvido um
sistema de injecdo em fluxo (Fl) para pré-concentracdo, baseado na extracdo em
fase solida (SPE), de Cd e Mn em aditivos alimentares a base de fosfatos
destinados para o consumo humano, uma vez que a concentragcdo destes
elementos é relativamente baixa e, principalmente, devido a forte interferéncia de
matriz na determinacdo direta destes elementos. A deteccéo foi realizada por
FAAS. Para a pré-concentracdo e determinacdo de Cd e Mn com o sistema FI-
SPE-FAAS foi empregada uma pequena coluna preenchida com cerca de 30 mg
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de 8-hidroxiquinolina imobilizada sobre vidro com porosidade controlada (CPG-8-
HQ).

Para o estabelecimento do método proposto, parametros como pH da
solucdo da amostra, vazéo da solucdo da amostra, tempo de pré-concentracao e
vazdo, volume e concentracdo do eluente, foram avaliados. Nas condicdes
estabelecidas para o sistema FI-SPE-FAAS foi possivel obter limites de deteccdo
e de quantificacdo de 7,6 ng g e de 25 ng g para o Cd e 76 ng g* e de 255 ng
g’ para o Mn. O fator de aumento foi de 17 e 21 para Cd e Mn, respectivamente,
quando sédo processados 5 mL de solucao. A frequéncia de processamento foi de
24 medicBes por hora. Mesmo empregando um processo de separacao da matriz,
para a determinagcdo de ambos os elementos, foi necessério fazer a calibracéo do
instrumento por adigdo de analito. Desta forma os resultados obtidos evidenciam
que o método proposto € eficaz para a determinacédo de Cd e Mn em aditivos de

alimentos a base de fosfatos, os quais sao fortes interferentes em FAAS.
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ABSTRACT

Cadmium is a toxic element even at low concentration and is no essential
for human metabolism, while Mn is essential and no toxic at low concentration. For
that reason, it is important to have sensitive and accurate methods for determining
these elements, mainly in feeds and foodstuffs used in human nutrition. These
elements may usually be found as contaminants in phosphate-base-chemicals
(mainly in Tripoli phosphates), whose Cd and Mn concentrations depend on the
source where the chemical is from. However, serious matrix interference is found
in the determination of Cd and Mn by means of atomic spectrometry techniques.

Several techniques are nowadays available for the determination of Mn and
Cd, including flame atomic absorption spectrometry (FAAS), which is widespread
used and usually available in laboratories, due to its relative low cost, simplicity,
good sample throughput, robustness, precision and accuracy. Nevertheless, in
some cases sensitivity and matrix interference may hinder FAAS employment for
the determination of trace elements like Mn and Cd, being matrix
separation/analyte pre concentration mandatory. Due to these facts, in this work a
flow injection system (FI) coupled with solid phase extraction (SPE) was
developed for Cd and Mn pre concentration/phosphate-base- matrix separation
and analyte detection by means of FAAS. In order to carry out Mn and Cd pre
concentration and detection with the developed FI-SPE-FAAS system a small
column filled with circa 30 mg de 8-hidroxyquinoline immobilized on controlled
pore glass (CPG-8-HQ) was used.

Parameters like sample solution pH, solution flow rate, time of analyte pre
concentration, sample volume and eluate concentration were evaluated for
method development. Using the selected conditions for the FI-SPE-FAAS system
operation it was possible to achieve detection limits of 7,6 ng g* Cd and 76 ng g™

Mn, respectively, while the quantification limits were 25 ng g* Cd and 255 ng g™
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Mn, respectively. The enhancing factor was 17 for Cd and 21 for Mn when 5 mL of
sample solution was processed, while the sample throughput was 24 h™. Even
doing matrix separation, the use of standard addition calibration was necessary for
accurate determination of both elements. It was concluded that the proposed
method could be used for the determination of Cd and Mn in phosphate-base-

foodstuff used in human nutrition, which matrix interference is severe in FAAS.



1. INTRODUCAO

Ao longo do desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, houve um crescente
aumento do uso dos elementos quimicos, principalmente metais, para diferentes
propésitos cientificos e industriais, além do que, elementos de uso pouco comum
h&a alguns anos, atualmente estdo sendo cada vez mais empregados.
Consequientemente, a tendéncia é o aumento da concentracdo destes elementos
nos mais variados meios estando, inevitavelmente, presentes no cotidiano.’ E
conhecido que alguns metais ndo sédo essenciais ao metabolismo humano, sendo
que muitos podem ser tOxicos mesmo em baixas concentragdes, enquanto que
outros sdo considerados essenciais em determinadas faixas de concentracao.
Desta maneira, € cada vez maior a preocupacdo em conhecer a concentracao
exata de muitos elementos em diferentes materiais, principalmente aqueles que
afetam diretamente a salde dos seres vivos, tais como alimentos e 4gua. Assim,
a determinacdo de metais reconhecidamente téxicos ao metabolismo biologico
tem recebido atencdo particular,' de forma que 6rgdos regulamentadores
nacionais e internacionais que tratam da qualidade dos alimentos estao
diminuindo cada vez mais 0s niveis de concentragdo maximos permitidos de
metais tOxicos em alimentos humanos.

Para quantificar e avaliar os efeitos destes metais em diversos tipos de
amostras sdo necessarios métodos e técnicas sensiveis, precisos e exatos pois,
geralmente, a concentragdo deles € muito baixa nas amostras a serem
analisadas.? Varias técnicas, incluindo a espectrometria de absorcdo atdmica com
chama (FAAS)®>, a espectrometria de absorcdo atdémica com atomizacgéo
eletrotérmica (ETAAS)?, a espectrometria de emissdo 6tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES)°, a espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS)? e a andlise por ativacdo neutrdnica (NAA)®,
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possuem estas caracteristicas e tem sido extensivamente usadas nos ultimos
anos para a determinacdo de elementos tracos (concentracdes na ordem de ug g
! a ng g?) em diferentes amostras. Entretanto, o uso de algumas destas técnicas,
principalmente as mais sensiveis (como a ICP OES, ICP-MS e ETAAS), devido ao
custo relativamente elevado, sdo muitas vezes inviaveis para muitos laboratérios.
Além do que, dependendo da complexidade da matriz da amostra, estas técnicas
sdo susceptiveis a problemas de interferéncias quimicas, fisicas e mesmo
espectrais.” Por outro lado, a FAAS, apesar da robustez em relacdo a problemas
de interferéncias e ser de custo relativamente mais baixo, possui baixa
sensibilidade, tornando-a limitada para determinar baixas concentracées.® Porém,
parte desta limitacdo pode ser contornada pré-concentrando o analito antes da
sua medicao, podendo-se desta forma melhorar o limite de detec¢éo (LD) em uma
ou mais ordens de grandeza. Além disso, quando a amostra é submetida a um
processo de pré-concentracdo do analito, geralmente grande parte da matriz
eliminada, a qual pode causar interferéncias.” Por isto varios métodos tém sido
propostos e usados para pré-concentracdo de elementos traco de acordo com a
natureza da amostra, a concentracdo do analito e a técnica empregada para a
quantificacéo.® Entre os varios procedimentos de pré-concentracéo, a extracdo em
fase solida (SPE) é um dos mais efetivos por causa da sua simplicidade, rapidez
de processamento da amostra, eficiéncia de separacdo do analito além da
possibilidade de se obter altos fatores de enriquecimento do analito.?

Tendo-se em vista 0 que foi exposto, neste trabalho foi desenvolvido um
método para a determinacdo de Cd e Mn em aditivos alimentares a base de
fosfatos por FAAS, ap0s a pré-concentracdo dos elementos, isto porque a
determinacdo direta destes elementos nestes casos (em especial dos
tripolifosfatos) é dificultada devido a problemas de interferéncia resultantes de
interacdes entre eles e os fons fosfatos.?'? Para tal, foi desenvolvido um sistema
de injecdo em fluxo (FI), sendo que a pré-concentracdo de Cd e Mn foi
implementada empregando uma coluna contendo 8-hidroxiquinolina imobilizada
sobre vidro com porosidade controlada (CPG-8-HQ). Estes elementos foram
escolhidos em funcdo do Cd ser um elemento toxico aos seres humanos,
enquanto que o Mn é considerado um elemento essencial ao metabolismo

humano, mas que acima de determinada concentragao torna-se prejudicial. Isto
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torna necessario o controle destes elementos em materiais destinados ao

consumo humano, como é o caso de aditivos alimentares a base de fosfato.



2. REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo trata de trés assuntos pertinentes ao trabalho. Na primeira
parte sdo descritas algumas caracteristicas toxicolégicas do cadmio e manganés,
bem como sua presenca em aditivos alimentares a base de fosfatos. A segunda
parte trata dos procedimentos de pré-concentragdo e determinacdo dos
elementos em estudo, dando énfase a extracdo em fase sélida e espectrometria
de absorcéo atbmica com chama. Na terceira parte desta revisdo sao abordas as

caracteristicas de sistemas de analise em fluxo.
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2.1. CAdmio

O cadmio é considerado um elemento téxico para o ser humano.*! Embora
presente naturalmente a niveis muito baixos em matrizes biolégicas e ambientais
relacionadas com a vida humana, sua forte tendéncia em acumular no organismo
faz dele um dos metais mais perigosos para os seres humanos.'? As principais
vias de entrada do cadmio no organismo humano ocorrem através da ingestéo de
alimentos (via gastrointestinal) e pela respiracédo (via respiratoria), sendo que os
alimentos, a agua e o ar contaminados sdo as principais fontes de exposicao a

. Ele é conhecido por causar danos a 6rgéos tais como os rins, figado

este meta
e pulmdes e pode interferir com o sistema que regula o equilibrio de célcio e
fosfato no organismo.! Quando danos renais comecam a ocorrer, a excrecdo de
Cd pode subir notadamente, onde a sua presenca em niveis superiores aos
considerados normais na urina reflete uma exposicéo por um longo periodo.*

A Enviromental Protection Agency of United States (U.S. EPA) recomenda
tolerdncia maxima diaria de Cd que entra no organismo humano via
gastrointestinal de 10 ug kg™ de massa corpérea.**

Devido a baixa concentracdo do Cd na maioria dos materiais biolégicos e
ambientais, cujas matrizes geralmente sdo complexas, uma etapa de pré-
concentracdo do elemento previamente a sua medicdo é frequentemente

necessaria.”®
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2.2. Manganés

O manganés é um elemento essencial a nutricdo tanto de animais quanto
do ser humano. Ele serve como uma parte funcional para muitas enzimas. A
deficiéncia em Mn em muitos animais, apesar de rara, pode levar a doencas, tais
como, dificuldade de crescimento, anomalias esqueléticas e problemas na funcéo
reprodutiva.’ Ao contrario, a exposicdo excessiva ao manganés produz
disfuncdes neuroldgicas, principalmente no sistema nervoso central."*® Sintomas
decorrentes do acumulo excessivo de Mn no organismo sao similares aos
observados em pacientes com a doenca de Parkinson, ou seja, apresentam
desequilibrio no andar, tremores, inflexibilidade e movimento lento.**’

De forma semelhante ao Cd, o Mn entra no organismo humano,
principalmente, pela via gastrointestinal e respiratéria. Para 0 manganés, a U.S.
EPA recomenda que a dose apropriada diaria ingerida via alimentacdo seja de 10

mg kg™ de massa corpérea.’®

2.3. Aditivos alimentares a base de fosfato

Os aditivos alimentares a base de fosfato atuam, quando adicionados a
determinados alimentos, como agentes dispersantes. Sao muito empregados na
industria de produtos processados (conservas em geral), defumados, congelados
de carne, frango, peixes, frutos do mar, em vegetais enlatados e produtos de
ovos. Sua funcdo é prevenir a perda de liquido da proteina durante o
processamento desses produtos, através do aumento do pH e da forca ibnica em
torno das proteinas, permitindo que a proteina se “desenrole” expondo-a mais, 0
que aumenta sua capacidade de absorcéo de agua.'®®

Na grande maioria dos aditivos alimentares a base de fosfato, os fosfatos
mais comumente empregados sdo os tripolifosfatos, sendo que em alguns casos
podem também estar presentes os pirofosfatos. Os tripolifosfatos sdo sais
anidénicos contendo fosforo pentavalente de cadeia normal, que se formam pela
condensacao de grupamentos PO,%, com perda de duas moléulas de agua.'®** A

Fig. 1 apresenta a estrutura do acido tripolifosférico .
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0 0

Figura 1. Estrutura do &cido tripolifosférico.?

Para ser considerado proprio para o uso na industria de alimentos, 0s
tripolifosfatos devem atender aos padrées especificados no cédigo quimico para
alimento (FCC, 42 edicdo), universalmente aceito e exigido pelos 6érgaos e
agéncias controladoras de saude publica, servindo como referéncia para produtos
quimicos utilizados no processamento de produtos destinados ao consumo
humano. Dentre os parametros exigidos pela FCC, a quantidade maxima de
metais pesados n&o deve exceder a 10 ug g*.*°

A presenca de metais em fosfatos tem sido mostrada em alguns
estudos.'®*?* Os fons metalicos interagem com os oxigénios dos grupos hidroxila
da estrutura dos tripolifosfatos, uma interacdo que € favorecida para ions de
tamanho e carga menor.”® Devido a esta interacéo, que é bastante efetiva para
Cd e Mn, alguns trabalhos tem usado os fosfatos para estabilizarem estes
metais.???324%> porém, para a determinacdo destes metais & concentracdes muito
baixas (na ordem de ug g*), conforme exigido pela FCC, além do préprio fosfato,
esta interacdo entre eles tem sido uma interferéncia em muitas técnicas de

analise. 223
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2.4. Espectrometria de absorcao atdmica com chama

A FAAS é amplamente usada para determinacdes de diversos metais em
nivel de tracos, sendo que a disponibilidade e o custo do instrumento, a
simplicidade e a rapidez no processamento da analise, a precisdo e a exatidao da
técnica sdo os principais aspectos que a tornaram téo atrativa. Entretanto, um dos
principais pontos negativos da técnica esta relacionado a sua relativa baixa
sensibilidade, tornando a sua aplicagdo um pouco restrita quando se trata da
determinacdo de elementos traco (em nivel de ug g* ou menos). Neste sentido,
quando da necessidade da determinacéo de elementos em concentracdes abaixo
do limite de deteccdo da FAAS, € necessdaria uma etapa de pré-concentracdo do
analito através do emprego de uma técnica adequada. Além disso, no caso da
andlise de amostras com matrizes muito complexas, principalmente aquelas com
elevado teor de sais, podem vir a ocorrer problemas de interferéncia na
determinacdo do analito. Neste caso, além da pré-concentracdo, € necessaria
uma etapa para a separagao do analito da matriz interferente. Conforme relatado
anteriormente, o Cd e o Mn, apesar de serem muito sensiveis na FAAS, as suas
concentracdes sdo geralmente muito baixas em aditivos alimentares, bem como
h& a possibilidade de haver interferéncias na determinag¢do, o que faz com que
seja necessario que seja feita uma pré-concentracdo prévia a medic&o.%

A FAAS é uma técnica relativamente livre de interferéncias espectrais,
porém € sujeita a problemas de interferéncias fisicas e quimicas. Estas
interferéncias afetam diretamente a resposta do instrumento e, portanto, levam a
obtencdo de resultados inexatos. A interferéncia quimica é decorrente da
formacdo de compostos que alteram a taxa de atomizacdo do elemento a ser
medido. Ou seja, h4 uma alteragcdo do numero de &tomos livres formados por
unidade de volume ou tempo quando a solucdo da amostra e solucdo de
calibracdo do instrumento sdo comparados sob as mesmas condicdes (tipo de
chama, vazdo de aspiracdo da solugcdo, zona de observagdo dos atomos na
chama etc.). Este tipo de interferéncia é devido as combinac¢des quimicas
ocorridas entre o0 analito e algum componente da amostra, 0 que pode levar ao
aumento ou diminuicdo do sinal do analito. As duas causas principais da
interferéncia quimica séo resultantes da conversdo ndo quantitativa dos atomos

da solugdo amostra (por exemplo, sob determinadas condi¢des, pode formar um
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composto pouco soluvel ou pouco volatil ou ocorrer a formacéo de moléculas nao
dissociadas), ou os atomos livres reagem espontaneamente com outros atomos
ou radicais no ambiente da chama para formar novas moléculas ou radicais e,
assim, nao ficando disponiveis para absorver a energia da fonte de radiacdo. Para
contornar este tipo de interferéncia a calibracdo do instrumento deveria de ser
feita com solugbes com a mesma caracteristica da solucdo da amostra. Como
esta situagcdo raramente € possivel de ser realizada na pratica, quando
notadamente mudancgas na composi¢cdo da amostra ou efeitos de uma matriz sdo
evidentes, a técnica de adicdo de analito € recomendada, visto que, a calibracao
do instrumento é feita na presenca da matriz da amostra.?’ A minimizacéo de
problemas de interferéncias quimicas pode, também ser alcancada através da
adicdo de determinadas substancias as quais podem inibir reacdes indesejadas
na chama e permitir que o analito permaneca na forma livre. 28

Com o intuito de melhorar a sensibilidade e minimizar problemas de
interferéncia decorrentes da amostra, garantindo assim uma boa precisdo e
exatiddo nos resultados obtidos por FAAS, atualmente a melhor opgédo é pré-
concentrar e separar o analito da matriz da amostra antes de ser introduzida no
espectrdmetro (ou instrumento) para ser medido. Desta forma, consegue-se, ao
mesmo tempo, aumentar a concentracdo do analito na solucdo que vai ser
introduzida no instrumento e eliminar os interferentes presentes na solucao

amostra.?®

2.5. Pré-concentracdo do analito

A pré-concentracao (que geralmente é acompanhada da separacdo do
analito da matriz) do analito pode auxiliar a contornar uma série de problemas de
interferéncias na FAAS, bem como em outras técnicas analiticas. Assim,
empregando-se um procedimento de pré-concentracdo pode-se melhorar o limite
de deteccdo (LD) da técnica de medicao, remover constituintes interferentes da
solucdo da amostra e melhorar a precisao e, principalmente, a exatiddo. Neste
sentido, nos ultimos anos, tem-se observado um aumento do nimero de trabalhos
desenvolvidos empregando algum método de pré-concentracdo e/ou separacéo,
envolvendo precipitagdo, co-precipitacdo, extracdo liquido-liquido (LLE) e

extracdo em fase sélida (SPE).*° Entre estes, os métodos classicos de extracdo
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liquido-liquido, precipitacdo e co-precipitacdo sdo caracterizados por serem
morosos, relativamente dificeis de serem executados e requerer volumes
relativamente grandes de solventes de alta pureza (0 que € uma preocupacao
adicional, uma vez que o custo destes, geralmente, € alto e mesmo 0 seu
descarte requer cuidado).®* Em decorréncia disto, a extracdo em fase sélida tem-
se tornado muito atrativa em comparacdo com o0s meétodos tradicionais de
extracao liquido-liquido, precipitacdo e co-precipitacdo, por causa de vantagens,
tais como: i) simples para operar; ii) alto fator de enriquecimento do analito; iii)
rapida separacao de fase; e iv) facilidade de combinacdo com varias técnicas de
deteccao. 2

O principio da SPE é similar ao da LLE, ou seja, envolve a particdo do
soluto entre duas fases, entretanto, em vez de duas fases liquidas imisciveis
como na LLE, a SPE envolve a particdo entre a amostra (que pode ser liquida ou
gasosa) e uma fase solida (sorvente).*! A concentracdo e separacéo do analito da
solucdo sao conseguidas pela sorcdo do mesmo no sorvente solido.
Posteriormente, o analito € removido do sorvente, o que normalmente € feito
atraves de eluicdo com um solvente apropriado.

Um método SPE normalmente envolve trés ou quatro etapas sucessivas,
as quais séo apresentadas pela Fig. 2. As etapas e as funcbes que envolvem a
SPE séo as seguintes:

e Condicionamento do sorvente. O sorvente sélido pode ser condicionado
usando um solvente apropriado, seguido por um solvente igual ao solvente
da amostra. Este passo é de fundamental importancia, pois possibilita
molhar o material empacotado, 0 que provoca a solvatacdo dos grupos
funcionais e ainda remove as possiveis impurezas inicialmente contidas no
sorvente na coluna. A natureza do solvente condicionante depende da
natureza do sorvente sélido (por exemplo, para sorvente de fase reversa,
tal como a silica recoberta com grupos Cig, 0 metanol é freqlientemente
usado). O condicionamento do sorvente solido deve ser feito um pouco
antes do pré-tratamento da amostra, evitando que ele esteja seco no
momento da aplicacdo da solucdo da amostra, caso contrario a interacao
do analito com o sélido ndo sera eficiente, prejudicando a sua

recuperacéo.>!



Revisao da Literatura 11

Percolagdo/carregamento da amostra. E a passagem da amostra pelo
sorvente solido. A amostra pode ser aplicada na coluna por gravidade,
bombeamento forcado ou aspirada por vacuo. Dependendo do sistema
usado, o volume de amostra processado na coluna pode ser de 1 a 1000
mL. O fluxo da solugdo amostra pelo sorvente deve ser apropriado, de
forma a permitir uma interacdo suficiente do analito com o sorvente (o que
resulta numa melhor eficiéncia de extracdo) e de nao tornar o
procedimento muito lento.

Lavagem do sorvente apds a percolacdo da amostra. Este passo €
opcional e depende da matriz da amostra. Tem por objetivo remover a
solucdo residual da amostra que ficou nos intersticios da coluna. O
solvente a ser usado para esta funcdo deve remover somente a matriz da
amostra, deixando somente o analito retido no sorvente, eliminando assim
ao maximo os interferentes.®

Eluicdo. Esta etapa consiste na remocao (eluicdo) do analito de interesse
do material sorvente por um solvente apropriado. O volume do solvente
deve ser ajustado para que a recuperacdo do analito seja quantitativa e de
forma a diluir o minimo possivel o analito. Para isto, a vazdo do eluente
deve ser ajustada para garantir uma eluicdo eficiente (a interagcdo do

solvente com o analito deve ser a mais efetiva possivel).!
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Figura 2. Esquema mostrando as etapas envolvidas na SPE. (1)
lavagem/condicionamento do sorvente; (2) percolacdo da solucdo amostra
através do sorvente; (3) lavagem do sorvente (opicional); (4) eluicdo do analito.®

O procedimento de pré-concentracdo por SPE é relativamente simples e
consiste em fazer passar a amostra através do sorvente, o qual pode estar na
forma de uma pequena coluna, cartucho, tubo ou um disco.*

De maneira geral, um processo de pré-concentracdo de elementos traco
pode ser implementado de forma em batelada ou em linha (on-line). No caso da
SPE envolvendo a determinacdo de elementos traco, grande parte dos métodos
encontrados na literatura € baseada no uso de micro-colunas, sendo estas de
diversos tamanhos e formatos diferentes (dependendo do material sorvente, as
colunas podem variar de alguns milimetros a cerca de 10 cm de comprimento e
com diametro interno normalmente inferior a 5 mm; o formato geralmente é
cilindrico ou cbnico). Com o0 uso micro-colunas em sistemas em fluxo (FI) e
acopladas on-line a FAAS e ICP OES é possivel obter fatores de aumento do
analito da ordem de 10 a 100 vezes e com uma frequéncia de amostragem de 10
a 60 medicdes por hora.** Assim, amostras com baixas concentracdes do analito
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podem ser pré-concentradas numa coluna de maneira simples e efetiva, desde
que a capacidade total da coluna n&o seja excedida.*®* Também, com o uso da
SPE é possivel executar varios ciclos de pré-concentracdo, sendo necessario o
cuidado de remover todo o analito apos o processamento da amostra, para evitar
contaminacgdo cruzada, e avaliar freqientemente o desempenho da coluna, uma
vez que com o uso podem ocorrer alteracbes na capacidade de troca do material
sorvente. 3!

Muitos materiais foram desenvolvidos para o uso de SPE, principalmente
para pré-concentrar elementos traco, sendo que entre os materiais mais comuns
podem-se ser citadas as resinas quelantes,® Chelex-100,*® Muromac A-1,%
Chelite-C,*" Toypear AF-Chelate,*®), CPG-8-HQ,* silica gel e superficies

% resinas de troca ibnica (por exemplo, a Amberlite®) modificadas

poliméricas,”
com agentes complexantes, alumina ativada, entre outros.** Métodos alternativos
tém envolvido pré-concentracdo dos analitos na forma de complexo e entdo
concentrado em Amberlite* ou em um disco de resina quelante.*®

O mecanismo de retencdo dos elementos no sorvente sélido para preé-
concentracdo depende da natureza do sorvente, e incluem adsorgdo simples,
quelacéo, troca ibnica e par idnico.>* Neste trabalho foi usado um sorvente sélido
modificado quimicamente com um agente quelante (a CPG-8-HQ). Por isso, serdo

apresentadas algumas das principais caracteristicas deste grupo de sorventes.

2.6. Resinas quelantes

Resinas quelantes sdo comumente usadas para pré-concentracédo de ions
metéalicos em solucées aquosas.** E importante que estas resinas sejam seletivas
frente aos outros constituintes da amostra, uma vez que ions como o cloreto,
nitrato e fosfato também tém a capacidade de complexar com quase todos 0s
ions metalicos. Consequentemente, eles podem competir pelos ions metalicos
com o ligante imobilizado prejudicando o seu desempenho. Além da seletividade,
as resinas complexantes devem ter uma boa capacidade de troca, de forma a
permitir elevados fatores de aumento e facilitar a complexacédo e a eluicdo do

analito.*
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As resinas quelantes tém recebido consideravel atencédo devido a grande
seletividade frente a ions metalicos, o que permite seu emprego nho
monitoramento e determinacdo de metais traco em diversos tipos de amostras.*®
As propriedades de seletividade e sorcdo das resinas quelantes podem ser
afetadas por diferentes fatores, tais como a atividade quimica do grupo
complexante, a natureza e tipo de ion metalico, o pH da solucéo, a for¢a ibnica, a
natureza da matriz polimérica (como a natureza hidrofilica) e a estabilidade
quimica.*’

O uso de resinas quelantes para pré-concentracdo de elementos traco €
bem conhecido e desenvolvido hoje em dia, principalmente no que se refere ao
aumento da especificidade da resina e a técnica de aplicacdo. Grande parte dos
grupos funcionais das resinas quelantes possuem em sua estrutura atomos, tais
como 0 oxigénio, nitrogénio e enxofre, que sdo capazes de formar um complexo
com o analito. Estes grupos podem ser introduzidos na resina pela transformacao
guimica da matriz polimérica ou pela sintese de sorventes com ligantes
monoméricos.*®

A natureza do grupo funcional € um bom indicativo da seletividade do
ligante da resina com o0 elemento, uma vez que a interacdo entre eles depende
disto. Na pratica, os cations inorganicos podem ser divididos em trés grupos:

e Grupo | - cations duros: reagem preferencialmente via interacéo
eletrostatica. Este grupo inclui os metais alcalinos e alcalinos terrosos.**

e Grupo Il - cétions intermediarios: sdo aqueles que tém um carater
intermedidrio, ou seja, a interacdo eletrostatica é bem mais fraca do que
em relacdo aos cations duros. Este grupo compreende fons como o Fe?",
Co?*, Ni**, Cu®", Zn**, Pb**, Mn?*, entre outros. Eles possuem afinidade
tanto por ligantes duros quanto ligantes moles.*

e Grupo Il - cations moles: sdo aqueles que tendem a formar ligacdes
covalentes com o grupo quelante. Entre estes incluem-se o Hg?*, Bi**,
Sb*, entre outros.*

Dentro desta classificacdo o Cd** é um céation mais mole do que o Mn**,
uma vez que seu raio idnico é maior que o do Mn®*, o que evidéncia uma melhor

interacdo do Mn?* com complexantes duros do que o Cd**.#
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Em relacédo aos ligantes que contém O, N ou S na estrutura, 0 oxigénio &
tido como ligante duro, o nitrogénio € um ligante intermediario e o enxofre é um
ligante mole. Assim, para cétions moles, por exemplo, a ordem de afinidade de
doador de elétrons é O < N < S, para metais alcalinos a ordem é inversa.>! Os
elementos do grupo Il sdo os que normalmente competem com os elementos do
grupo | e do grupo 1l pelos seus respectivos sitios de complexacdo. A competicdo
pelo sitio quelante entre os elementos do grupo | e do grupo Il é desprezivel.

A interacdo dos ions metélicos com o quelante depende de vérios fatores,
tais como:

e Natureza, carga e tamanho do ion metalico;

e Natureza do atomo doador presente no ligante;

e Condicdes de pH da solucédo, sendo responsavel, em muitos casos, pela
preferéncia na extracdo de certos metais. De qualquer forma, o ajuste do
pH da solucéo é obrigatorio, pois deixa livre 0 &tomo doador de elétrons do
quelante; e,

o Natureza do suporte sélido (matriz polimérica).®

Considerando a matriz da amostra, a selecdo de um material para SPE
para pré-concentrar e/ou separar metais € relativamente dificil. Assim, a maioria
das resinas de troca i6nica sdo pouco seletivas, sendo que a sua afinidade por
metais alcalinos e alcalinos terrosos é alta, ndo permitindo uma efetiva separacao
destes elementos dos analitos de interesse, que na maioria dos casos sdo 0s
elementos traco.® Desta forma, materiais mais seletivos devem ser empregados
nestes casos, sendo que aquelas resinas que possuem a 8-hidroxiquinolina (8-
HQ) tem estas caracteristicas, ou seja, a sua afinidade pelos metais alcalinos e
alcalinos terrosos € baixa, enquanto que a maioria dos metais de transicao e

outros sao retidos permitindo a pré-concentracdo e separacéo adequada.*®
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2.7. 8-Hidroxiquinolina

A 8-hidroxiquinolina € um dos mais versateis agentes complexantes
organicos usados na analise quimica, sendo que vem sendo empregada em
varias técnicas analiticas tais como gravimetria, titulacbes amperométricas,
espectrofotometria e, principalmente, separacées seletivas.”® A 8-HQ possui em
sua estrutura sitios responsaveis pela complexacao dos ions metélicos, formando
um anel quelado com o nitrogénio e o grupo fendlico (oxigénio).>

Uma reacéo tipica, onde “M” representa um metal reagindo com 8-HQ, é

representada na Fig. 3.>*

OH

Figura 3. Formacao do complexo entre a 8-Hidroxiquinolina e um metal.

A 8-hidroxiquinolina € conhecida por reagir com mais de 60 ions metalicos,
formando complexos cujas constantes de formacdo variam de 10* (Ba*") a 10%
(Fe*"),* sendo atribuida & sua estrutura rigida em relagdo aos outros agentes
quelantes, as altas constantes de estabilidade com os metais.>® Estas constantes
de estabilidade indicam também que h& uma melhor capacidade de complexacao
do Mn?* do que Cd?*.>4*°

A reacdo da 8-HQ com diversos metais € favorecida em meio alcalino, o
que favorece a eliminacdo do préton do grupo fendlico, deixando o par de elétrons
livres do oxigénio para formar o complexo. Em meio acido, a 8-HQ pode estar
como um ion carregado positivamente (Fig. 4), o que dificulta a formacao do

complexo. >*
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Figura 4. Estrutura da 8-Hidroxiquinolina em meio &cido. MCls* representa um

clorocomplexo metalico.

Diversos materiais solidos tém sido pesquisados para suportar a 8-HQ,

5758 resinas e

mas, atualmente, os mais promissores sdo a silica gel,*® celulose,
vidro com porosidade controlada.”® O uso de silica como suporte de agentes
complexantes na pré-concentracdo de ions de metais trago tém sido de interesse
particular, devido as vantagens da silica em relagcdo aos polimeros organicos, tais
como a sua boa estabilidade térmica, mecénica e ser menos suscetivel a
expansao e contracdo de volume.®

O vidro com porosidade controlada tem se mostrado um suporte muito
eficiente para imobilizacdo de varios ligantes. Ele apresenta as vantagens da
silica citados anteriormente, mais o fato de ter uma &rea superficial muito
acessivel para a imobilizacdo do complexante.® A CPG-8-HQ usada neste
trabalho foi preparada segundo Sturgeon® , os procedimentos seqiienciais de
imobilizacdo da 8-HQ consistem na sililacdo da silica com um grupo aminosilano
alifatico(etapa mais demorada 3 a 4 horas), introdu¢cdo de um grupo nitro
aromatico, reducéo do grupo ArNO, imobilizado para ArNH3 imobilizado (realizada
com HNO3), formacao de sal de diazbnio e finalmente o acoplamento da 8-HQ. A

estrutura da CPG-8-HQ esta apresentada na Fig. 5.
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Figura 5. Estrutura da 8-hidroxiquinolina imobilizada em vidro com porosidade

controlada.®®
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2.8. Analise por injecdo em fluxo

A andlise por injecdo em fluxo (FIA ou FI), concebida na década de 1970,
consiste da introducdo exata e repetitiva de volumes bem definidos da solucao
amostra em um sistema constituido basicamente por uma unidade de propulséo,
uma unidade de transporte e/ou reacdo e um detector. Os sistemas Fl permitem
executar uma série de etapas analiticas com a amostra, tais como o transporte da
solucdo amostra até o detector, reacdo, separacao, pré-concentracdo, diluicao,
titulacdo, decomposicédo de amostra, entre outras.?*

Os sistemas FI empregados em processos de pré-concentracao/separacao
possuem varias vantagens em comparagdo aos sistemas off-line (em batelada),
tais como o rapido processamento da amostra, baixo consumo de amostra e
reagentes e menor risco de contaminacdo ou perdas dos analitos durante a
manipulacdo da solucdo da amostra.>* Além disso, os sistemas FI podem ser
facilmente acoplados as técnicas analiticas convencionais, tais como a FAAS, HG
AAS, ICP-MS, ICP OES, entre outras,® sendo de facil adaptacdo em relagéo a
operac&o e nao limitados pelo volume de amostra processada.*?

Quando um sistema FI € empregado em processos de pré-concentracao,
para avaliar o seu desempenho, além dos critérios normalmente usados em
outros métodos (limite de deteccao, precisdo e exatidao), sdo usados também
critérios que influenciam na habilidade do sistema em pré-concentrar 0s
elementos em estudo. Entre esses fatores estédo o fator de enriquecimento (EF) e
eficiéncia de concentracao (CE).

Teoricamente, 0 EF é a razdo entre a concentragdo do analito no
concentrado (Ce) e a concentracdo do analito na amostra original (Cs).>*

EF = CoCs™

A dificuldade, neste caso, é determinar a concentragdo exata do analito no
concentrado.?® Portanto, uma aproximacdo do EF é usualmente aceito pela
definicio de EF como a razdo dos coeficientes angulares das curvas de
calibracdo antes e depois da pré-concentracdo, todas baseadas no mesmo tipo
de resposta do detector.®® A resposta é baseada no ganho ou aumento da
resposta, € ndo no aumento real da concentracdo. As condi¢cdes analiticas,
incluindo caracteristicas da resposta do detector devem permanecer inalteradas

para as duas calibracdes.** Algumas vezes o EF é deduzido simplesmente pela
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comparacao da intensidade do sinal (altura) antes e depois da pré-concentracao.
A desvantagem de tal comparacdo direta € que usualmente o sinal do analito
antes da pré-concentracdo € muito baixo, muitas vezes impossivel de ser
mensurado.®* Bem como, é muito dificil estabelecer as mesma condicées de
medicdo do analito sem e com pré-concentracdo em linha. Assim, o aumento de
sinal obtido empregando-se um processo de pré-concentracdo é denominado de
“fator de aumento”.

Embora o EF seja indispensavel para avaliacdo de sistemas de pré-
concentracdo, quando usado isoladamente ndo prové uma informacado adequada
sobre sua eficiéncia.>* Alta eficiéncia ndo esta necessariamente associada a altos
fatores de enriguecimento. Estes podem ser obtidos por longos periodos de pré-
concentracdo, consumindo grandes volumes de amostra.** Por isso, o uso do
parametro “eficiéncia de concentracdo” (CE) € mais representativo. O CE é
definido como sendo o produto do EF e da frequéncia de medicdo.** Sendo,
entao:

CE = EF (f60™)
Onde f é a frequéncia de amostragem.

Determinacbes usando sistemas Fl tiveram importante papel para
automacdo, aceleracdo e miniaturizagdo no manuseio e pré-tratamento da
amostra. Tais determinacfes podem ser realizadas, como ja apresentado
anteriormente, com praticamente todos os métodos de deteccdo que sdo usados
em analise quimica contemporanea. Esta possibilidade de automacdo destes
sistemas tem aumentado ainda mais o seu emprego, tendo-se em vista que esta
combinacgéo tem levado a obtencéo de resultados mais reprodutivos, diminuindo a
intervencdo humana (0 que € importante quando sdo usados reagentes mais

toxicos) e minimizando a producao de residuos no laboratério.®®



3. PROPOSTA DO TRABALHO

O trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema FI-SPE acoplado a
FAAS para determinar Cd e Mn em aditivos alimentares a base de fosfato. O
método é baseado na complexacéo destes elementos com a 8-hidroxiquinolina, a
qual esté imobilizada sobre silica com porosidade controlada (CPG-8-HQ). Para a
pré-concentracdo dos analitos foi empregada uma pequena coluna, contendo
aproximadamente 30 mg de CPG-8-HQ. Para implementar o método, o0s
seguintes parametros foram avaliados: tempo de pré-concentragdo, influéncia do
pH e vazdo da solu¢do da amostra na retencdo dos ions, tipo de eluente e sua
concentracdo e vazao na eluicdo. Apos a adequacao do sistema FI-SPE-FAAS e
dos parametros que influenciam no seu desempenho, o método foi aplicado a
determinacao de Cd e Mn em aditivo alimentar e os resultados comparados com
agueles obtidos por ICP OES.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. INSTRUMENTACAO

As determinagcbes de cadmio e manganés foram feitas em um
espectrometro de absorcao atbmica com chama Analytik Jena (mod. AAS Vario 6,
Jena, Alemanha). Como fonte de radiacdo especifica para Cd e Mn foram
utilizadas lampadas de catodo oco. O Cd foi medido a 228,8 nm, com intensidade
de corrente da lampada de 3 mA e fenda espectral de 0,5 nm, enquanto o Mn foi
medido a 279,5 nm, corrente da lampada de 5 mA e fenda espectral de 0,2 nm.
Para ambos os elementos, a correcdo de fundo foi feita baseada em uma fonte de
radiacdo continua (lampada de deutério). Antes de conectar o sistema FI-SPE
(descrito no item 4.2) ao nebulizador pneumatico do equipamento, as condi¢des
de operacdo do instrumento foram otimizadas de forma a obter a melhor
sensibilidade. As medicdes foram realizadas pela integracdo do sinal em area,
exceto para o descrito no item 4.5.

As medicles de Cd e Mn por espectrometria de emissdo 6tica com plasma
indutivamente acoplado foram feitas em espectrometro da PerkinElmer (mod.
4300 DV), equipado com nebulizador concéntrico (Meinhard C-3) e camara de
nebulizacdo ciclonica. Foi empregada poténcia da radiofrequéncia de 1400 W,
vazdo do gas de nebulizacdo a 0,5 L min™, vazdo do géas auxiliar a 0,40 L min™,
vazao do gés principal do plasma a 15 L min™, vaz&o da solucdo a 0,95 L min™ e
tempo de integracao por elemento na faixa de 1 a 5 s. Todas as medi¢gOes foram
feitas operando o instrumento na vista axial em 228,802 nm e 257,610 nm para

Cd e Mn, respectivamente, sendo que as medi¢cdes de Cd foram realizadas em
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altura de pico e de Mn em area de pico. Para a integracao do sinal de Mn foi feito

usando 3 pontos por pico.

4.2. SISTEMA FI-SPE

O acoplamento entre o sistema FI-SPE e o espectrometro de absorcao
atdbmica (apresentado na Fig. 6) é feito por meio de uma valvula solenéide (Vs)
cujo capilar de saida esta conectado ao capilar de aspiracdo do nebulizador do
espectrometro. Durante o processo de pré-concentragdo esta valvula fica
desativada e, nesta condigcdo um capilar ligado a vélvula encontra-se inserido em
um frasco com agua, sendo aspirada continuamente pelo nebulizador. Isto
permite que a chama seja constantemente “alimentada” com agua, lavando o
sistema nebulizador/camara de nebulizagcdo durante todo o tempo e minimizando
efeitos de alteracdes da temperatura da chama entre cada ciclo de introdugéo da

amostra na chama. Apos o ciclo de pré-concentracdo a valvula Vg € acionada,
permitindo assim a passagem do eluato (proveniente da coluna, onde o HNO3 é

conduzido através do acionamento das valvulas V4 e Vs) para o espectrdmetro. O
sistema FI-SPE foi otimizado de maneira a se obter maxima intensidade de sinais
para os analitos. Todos os parametros foram estudados de forma univariada,
empregando-se solucdes analiticas contendo 2 pug L™ de Cd em HNO; 0,2% e 6
ng L™ de Mn em HNO; 0,2%.

O sistema FI foi construido no préprio laboratério e é constituido,
basicamente, por 6 valvulas solendides de trés vias (Cole Parmer — PTFE
(politetrafluoretileno) - Cat. n°® 01367-72) e uma bomba peristéltica de oito canais,
com velocidade variavel (Gilson Minipuls, Franca), munida com tubos de Tygon®.
Todas as conexdes foram feitas com conectores de PTFE (rosqueéveis) em forma
de “T”. Para a pré-concentracdo foi usada uma coluna de formato c6nico com
cerca de 10 mm de comprimento e 3 mm e 1,5 mm de diametro interno nas
extremidades. A coluna é preenchida com cerca de 30 mg de CPG-8-HQ. O
sistema Fl é gerenciado por um microcomputador com o0 programa escrito em
Visual Basic. O “drive de poténcia” contendo o circuito integrado ULN10004A, é
empregado para o acionamento das valvulas solenéides em tempos pré-definidos.
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A sincronizacdo entre a etapa de eluicdo dos analitos e o inicio da leitura do

espectrometro de absorcéo atbmica é feita manualmente em tempo pré-definido.

R
HNO3 Vy
H20
TAMPAO MC
Vs
ANOSTRA
D
Ve
FAAS
> r
AGUA

Figura 6. Sistema FI-SPE empregado para a determinacdo de Cd e Mn por
FAAS. P = bomba peristéltica; Vi,....,Ve¢ = valvulas solendides; R = retorno de
solugdo; D = descarte; MC = micro-coluna com CPG-8-HQ; X = ponto de
confluéncia da solucdo tampédo e amostra. A seta indica o sentido do fluxo das

solugdes.

Um ciclo completo de pré-concentragcdo compreende as seguintes etapas:

1. Pré-condicionamento do sistema: é feito com uma solucao tampao, atraves
do acionamento da valvula V,. Assim é removido o eluente que ficou do
ciclo de pré-concentracdo anterior e condiciona a coluna.

2. Pré-concentracdo: além da valvula V, (acionada na etapa 1) a valvula V; é
acionada, fazendo com que a amostra seja misturada com a solucéo
tampao no ponto de confluéncia X e conduzida para a coluna. O efluente
da coluna é descartado apds a valvula Vs, que esta desligada. No final

desta etapa as valvulas V; e V, séo desligadas.
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3. Lavagem do sistema: para remocdo da matriz da amostra que ficou no
sistema apods a etapa 2, a coluna e a linha do sistema sdo lavadas com
agua deionizada. Isto é feito através do acionamento da valvula V3.

4. Eluicdo: é feita com acido nitrico através do acionamento da valvula V.
Nesta etapa também sdo acionadas as valvulas Vs e Vg de forma a

conduzir o eluato para o nebulizador pneumatico do equipamento.

4.3. REAGENTES

A 4gua utilizada foi previamente destilada, deionizada em uma coluna
trocadora de fons e purificada em um sistema Milli Q® (Millipore, Estados Unidos).
O écido nitrico (65%, 1,4 kg L™, Merck, Alemanha) e cloridrico (37%, 1,19 kg L™,
Merck, Alemanha) foram bidestilados em sistema de sub-ebulicdo da Millestone
(mod. duoPUR 2.01E, Itélia).

A solucdo estoque de Cd** (1000 mg L™) foi preparada a partir de solucéo
Titrisol® (CdCl, em HNO3; 2% v/v, Merck, Alemanha). A solucédo estoque de Mn**
(1000 mg L™ foi preparada a partir de solugéo Titrisol® (MnCl, em HNOs 2% v/v,
Merck, Alemanha). Para preparar as solu¢gbes de calibracdo do espectrometro,
foram feitas diluicbes adequadas destas solugdes estoque em HNO3 0,2% v/v.

As solucdes tampao com pH entre 6 e 10 foram preparadas a partir de
solucbes de dihidrogénio fosfato de potassio (P.A., Reagen, Brasil), solu¢des de
hidréxido de sédio (P.A., Merck), cloreto de aménio (P.A., Merck) e hidroxido de
amonio (P.A., Merck).

4.4. ADEQUACAO DOS PARAMENTROS DE PRE-CONCENTRACAO

Todos os testes de otimizacdo do sistema foram feitos de forma univariada,
ou seja, quando um parametro foi avaliado, os outros foram mantidos fixos.
Portanto, neste item sé sera feita mencdo a determinada condi¢cdo, caso for

alterado mais de um parametro no sistema.
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4.4.1. Influéncia do pH da solucdo amostra na retencdo de Cd e Mn na

coluna

Os testes para a avaliacdo da influéncia do pH sobre a retencdo dos
analitos na coluna de CPG-8-HQ foram feitos empregando-se solu¢cdes tampao
feitas a partir de KH,PO4 (0,1 mol L™) e NaOH (0,1 mol L") e de NH4CI (0,1 mol L’
Y e NH40OH (0,1 mol L™). Com estas solucdes foi possivel avaliar o pH de 6 a 10.
Em todos os experimentos, o pH da solucdo foi medido logo apds a saida da
coluna, de forma a conhecer exatamente o pH da solucdo que foi percolada

através da coluna.

4.4.2. Vazéao da solugdo amostra

Para avaliar o efeito da vazdo da solugdo da amostra sobre a pré-
concentragdo de Cd e Mn o volume da amostra foi fixado em 5 mL e a vazédo

variada em intervalos entre 3,8 a 5,2 mL min™.

4.4.3. Volume da amostra (capacidade de troca da coluna)

A vazdo da solucdo amostra foi mantida fixa em 4,4 mL min™ e o volume
processado no sistema foi aumentado de 5,0 mL até 50 mL, observando se
ocorreria a saturagcdo da coluna com o analito para solugbes contendo

individualmente 2 ug L™ de Cd e 6 pg L™ de Mn.

4.4.4. Escolha do acido e da concentracdo do acido usado como eluente

Para avaliar a eluicdo dos analitos da coluna foram usados o &cido

cloridrico e o acido nitrico e a influéncia da concentracdo destes acidos foi

avaliada variando suas concentracdes de 1 mol L* a5 mol L™,



Materiais e Métodos 26

4.45. Vazao do eluente

Para avaliar a influéncia da vazéao do eluente sobre a eluicdo dos analitos,
foi usada solucdo de HNOs; a 1 mol L™, partindo-se de resultados obtidos nos
testes para escolha do acido e da concentracdo do acido usado como eluente
(tem 4.4.4). Para isto, o volume do eluente foi fixado em 3 mL e a vazao variada
de 4,0 a 7,8 mL min™.

4.5. CALCULO DO FATOR DE AUMENTO DO SISTEMA FI-SPE

Para calcular o fator de aumento obtido com o sistema de pré-
concentracdo proposto, foi feita a comparacao entre as declividades das curvas
de calibracédo para Cd e Mn obtidas pela medicéo direta por FAAS e pela medicao
usando o sistema FI-SPE-FAAS. Para este caso, se utlizou somente a
intensidade do sinal em altura para ambas as medicdes.

4.6. DETERMINACAO DE Cd e Mn EM ADITIVOS ALIMENTARES A BASE DE
FOSFATO

Apb6s definir o arranjo do sistema FI-SPE e adequar todos os parametros
(tem 4.4.1 a 4.4.5) que podem influenciar no seu desempenho, foi feita a
avaliacao de sua aplicabilidade para determinar Cd e Mn em aditivos alimentares
a base de fosfato. Para tal, foram pesadas exatamente cerca de 5 g de amostra e
transferidas para tubo de vidro (I = 40 cm e i.d. = 2 cm). Posteriormente, foram
adicionados 6 mL de HNO3; 2 mol L™ e a solucdo aquecida a 120 °C durante 120
min. Apés o arrefecimento da solucao, esta foi filtrada diretamente para baldo de
100 mL, sendo o volume aferido com agua deionizada. Tendo-se em vista que
com este procedimento ndo ocorre decomposi¢cdo (ou dissolucdo) de toda a
amostra, neste trabalho este processo ser4 denominado somente de “extracdo”
dos analitos da amostra.

Uma vez que ndo ha material de referéncia certificado de mesma natureza

da amostra, a metodologia foi validada através de testes de recuperacdo e
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comparacao dos resultados com aqueles obtidos por ICPOES. Para os testes de
recuperacdo, as amostras preparadas da mesma forma como descrito
anteriormente, foram adicionadas solucdes de Cd e Mn de forma a obter
concentracdes de 2 ug L™, 4 pg L™ e 6 pug L™ de cada elemento na solucédo a ser
processada no sistema FI-SPE. As adi¢cdes das solugdes de Cd e Mn foram feitas

antes do procedimento de extracdo dos analitos da amostra.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este capitulo estda subdividido em duas partes. Na primeira parte séo
descritos os resultados referentes a adequacdo dos principais parametros que
influenciam no desempenho do sistema FI-SPE desenvolvido para a
determinacdo de Cd e Mn em materiais & base de fosfato usado em nutricdo
humana. Na segunda parte sdo apresentados os resultados da determinacao de

Cd e Mn em aditivos para alimentos a base de fosfato.
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5.1. ADEQUACAO DO SISTEMA FI-SPE

Antes de estabelecer o sistema FI-SPE-FAAS mostrado na Fig. 6, foram
testados diversas configuragbes de sistemas FI-SPE. Entretanto o sistema
mostrado na Fig. 6 foi o mais adequado, pois foi observado que com a eluigdo no
sentido inverso ao da pré-concentragao € possivel trabalhar durante varios ciclos
sem aumentar a presséo de retorno no sistema (fato comum quando a eluicédo é
feita no mesmo sentido da pré-concentragdo, pois, a tendéncia € de ocorrer a
compactacao do material contido na microcoluna). Posteriormente, foram feitos
testes de forma a obter a melhor sensibilidade para Cd e Mn e com o menor
tempo de processamento da amostra. Todos os parametros foram estudados de
forma univariada, empregando solucdes contendo 2 ug L' de Cd e 6 pg L™ de Mn
diluidos em HNO3 0,2%.

5.1.1. Influéncia do pH da amostra na reten¢ao de Cd e Mn

Foi observado que o pH influencia fortemente na retencdo tanto de Cd
como de Mn, o que esta em acordo com dados da literatura referentes a 8-
hidroxiquinolina e CPG-8-HQ.% Isto se deve ao fato do equilibrio da dissociacéo
da 8-hidroxiquinolina deslocado no sentido da espécie desprotonada ocorrer em
pH superior a 7, o que garante uma efetiva complexagao nestas condicdes.®’
Assim, o pH determinara os valores das constantes de estabilidade condicional
dos complexos e a escolha de um pH adequado pode garantir uma retengéo
quantitativa e seletiva dos analitos de interesse.®' Neste trabalho foi verificado que
a melhor retencdo, avaliada através da intensidade do sinal dos analitos, ocorre
em pH em torno de 8, o que esta em acordo com os dados reportados na
literatura.***® O comportamento do Cd e Mn em funcéo do pH pode ser observado

na Fig. 7.
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Figura 7. Influéncia do pH da solugao da amostra na retengao de Cd e Mn. Vazao
da solugdo tampao = 2,2 mL min™; vazao da solugdo de Cd a2 pg L™ e Mn a 6 pg

L' =44 mL min": vazao de HNO3 1 mol L' = 4,7 mL min .

5.1.2. Vazao da solucdo amostra

A vazao da solugdo da amostra determina o tempo de interagdo dos
analitos com o sorvente, por isso tem grande influéncia na retengdo quantitativa
de Cd e Mn, uma vez que estdo envolvidos fatores cinéticos no processo de
complexacdo. Assim, a vazao € um parametro importante a ser considerado, pois
o sistema deve ser adequado de forma a reter quantitativamente os analitos.>' Na
maioria dos casos trabalha-se de forma a poder usar a maxima vazao da solugao
da amostra possivel, sem perdas da intensidade do sinal analitico, de forma a
minimizar o tempo de pré-concentracdo,*’ o que minimiza o gasto de amostra e
reagentes, que neste trabalho seria a solugdo tampao que € misturada com a
amostra para controle do pH.

Os resultados apresentados na Fig. 8 mostram que vazdes em torno de 4,4
mL min™' foram as mais adequadas para a solugdo da amostra para o sistema FI-
SPE-FAAS proposto. Acima desta vazao, a intensidade do sinal analitico diminui,

0 que pode ser explicado pelo pouco tempo de interacdo dos analitos com o
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material sorvente contendo o complexante. Abaixo deste valor, o sinal analitico
também diminui, provavelmente devido a interagdo dos analitos com a agua
durante o processo de lavagem da coluna apds a etapa de pré-concentragao,
uma vez que a vazao da agua esta variando semelhantemente a da solugédo da
amostra (ou seja, o tempo de contato da agua com o complexo na coluna é

maior).
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Figura 8. Influéncia da vazao da solugdo da amostra sobre a intensidade dos
sinais do Cd e Mn. Solugdes analiticas de 2 pg L™ de Cd e 6 ug L™ de Mn; vazao

da solucdo tampao = 2,2 mL min™'; vazdo de HNO3 1 mol L™= 4,7 mL min™.

5.1.3. Volume da amostra (capacidade de troca da coluna)

A avaliacdo deste parametro € muito importante uma vez que determina a
massa de analito que pode ser processada por massa de material sorvente
utilizado na coluna, em condigcdes pré-estabelecidas, tais como a vazao da
solucdo amostra e o pH. A capacidade de troca da coluna ndo deve ser excedida,
uma vez que isto afetaria a relagao linear entre a intensidade do sinal analitico e o
volume (ou quantidade do analito) da amostra processada.®* Como pode ser

observado na Fig. 9, ha uma relagdo linear entre a intensidade do sinal dos
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analitos e o volume de amostra processado no sistema. Os 50 mL de solugéo

processados correspondem a 100 e 300 ng de Cd e de Mn, respectivamente.
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Figura 9. Capacidade de troca da coluna para Cd e Mn. Vazéao da solugao de Cd

a2pgL'eMna6 pgL'=4,4 mL min™"; vazdo da solugdo tamp&o = 2,2 mL min’

1 vazdo de HNO; 1 mol L' = 4,7 mL min™.

5.1.4. Escolha do &cido e da concentracdo do acido usado como eluente

A eluicdo dos analitos retidos na coluna é caracterizada pelo tipo da
interacao do solvente com o elemento de interesse. Neste caso, como o retencao
dos analitos € baseada em processo de complexacédo da 8-hidroxiquinolina com
estes, a eluicdo depende da troca dos analitos pelo préton do eluente. Além disso,
a eluicao depende do tipo de acido, que para este tipo de material, o HNO3, HCI
ou mistura destes, é de uso mais freqiiente.*"

O solvente ideal para eluicdo deve reunir trés caracteristicas: eficiéncia,
seletividade e compatibilidade com o analito e o instrumento usado para medicéao.
Isto possibilita que ele recupere o analito em um menor volume possivel, o que
minimizaria o custo e problemas com descarte destes solventes. A escolha do

eluente deve levar em consideracdo a natureza do sorvente sélido, por exemplo,
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o eluente pode ser um solvente organico (quando sorventes de fase reversa sao
usados) ou um &cido (normalmente com trocadores de ions quelantes).®’ A
eficiéncia do solvente esta relacionada com a sua capacidade de garantir uma
recuperagao quantitativa das espécies de interesse. A seletividade do solvente
pode ser obtida a partir da analise da forca de eluicao do solvente. Analitos que
interagem mais fracamente com o material sorvente podem ser eluidos com
solventes com forga de eluicdo baixa ou moderada, por exemplo. E, finalmente,
outro fator que é muito importante, € a compatibilidade do solvente de eluicédo
com a técnica de analise.

Foi usado neste trabalho um agente quelante imobilizado sobre vidro com
porosidade controlada para reter os analitos, como mencionado anteriormente,
sendo para tal os acidos os mais adequados como eluente. Portanto, foi realizado
um estudo com os acidos nitrico e cloridrico para verificar qual € o mais
apropriado para a eluicao dos analitos. Uma vez que a retengao dos analitos tem
grande dependéncia do pH, como ja foi discutido no item 5.1.1, a escolha correta
do pH do eluente pode garantir uma eluigdo quantitativa e seletiva do analito de
interesse. Para este fim os referidos acidos foram estudados em diferentes
concentragcdes. Os resultados estdo apresentados na Fig. 10 e, como pode ser
observado, ha um ponto comum em relagdo as concentracdes dos acidos, em
que se consegue uma melhor intensidade do sinal analitico, para ambos os
analitos estudados. Assim, o uso de HNOs; 1 mol L foi considerado o mais
adequado para a eluigao, tanto do Cd, como do Mn, ndo havendo neste caso o
risco da formacado de cloretos insoluveis o que poderia causar, entre outros
problemas, o entupimento da microcoluna usada para a pré-concentracio. Isto,
de certa forma é importante, pois o HNO3 € um acido compativel com a FAAS,

bem como é um dos acidos de maior pureza (ou facilmente purificavel).®®



Apresentacdo e Discussdo dos Resultados 34

0,06

—n—Cd*

\o
- —e— Mn*
0,04
®
B
\-

w
o
o]
(]
a \
2 I °
£ [ ]
o)
< 0,02} o
\l
\I
0,00 1 I 1 I 1 I 1 I 1
1 2 3 4 5
HCI, mol L™
0,06
[ ]
[ —a—Cd*
w 0,04 | —e— Mn”
<
he)
®
ol i a
4
< 002 -
o\.
- \ \.
@
0,00 ] . ] . ] 1\?
1 2 3 4 5
HNO,, mol L

Figura 10. Influéncia do acido e da concentragao do acido usado como eluente da

1

Vazao da solugdo de Cd a 2 pg L' e Mn 6 pug L' = 4,4 mL min ™'; vazdo da

solugdo tampao = 2,2 mL min™'; vazao dos acidos = 4,7 mL min™.
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5.1.5. Vazao do eluente

A vazao do eluente usado para a eluicdo de Cd e Mn, a principio, deve ser
compativel com a vazdo de aspiracdo do nebulizador pneumatico do
equipamento. Além disso, a vazao do eluente deve ser suficientemente alta para
evitar que a eluicdo seja lenta demais, o que acarretaria em um gasto
desnecessario de tempo, bem como, possivelmente os sinais teriam o formato
mais alongado quando a vaz&o fosse mais baixa. Porém, como mencionado
anteriormente, esta vazdo deve ser tal que permita uma interagcdo efetiva e,
consequentemente, uma eluicdo quantitativa dos analitos, Este &€ um fator
importante a ser levado em conta, pois € necessaria uma recuperagao
quantitativa dos analitos, com boa reprodutividade.

Neste trabalho, a vazao usada para a eluicdo de ambos os analitos em

estudo foi de 4,7 mL min™", o que pode ser verificado na Fig. 11.
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Figura 11. Influéncia da vazao do eluente sobre a eluicdo dos analitos. Vazao da

1

solugdo Cd a2 ugL' eMn 6 ug L'=4,4 mL min; vazao da solugéo tampao =

2,2 mL min™"; vazdo do acido = 4,7 mL min™.
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5.2. CARACTERISTISCAS DO SISTEMA FI-SPE-FAAS

Apoés a adequagao do sistema FI-SPE-FAAS as vazdes para os reagentes

foram estabelecidas conforme apresentado na Fig. 12.

R
4.7)
HNO3 Va
1,0 49
TavPAo 44
MC
* Vs
AMOSTRA (22) D
Vi | Vs
FAAS
AGUA

Figura 12. Sistema FI-SPE empregado para a determinagdao de Cd e Mn por
FAAS em aditivos alimentares a base de fosfato. N° entre parénteses
correspondem as vazdo das solucdes estabelecidas (em mL min™). O significado

dos outros parametros estao descritos na Fig. 6.

A sequéncia de operacao do sistema FI-SPE-FAAS, depois da sua

adequacao, esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Seqliéncia de operacao do sistema de FI-SPE-FAAS empregado para a

determinacao de Cd e Mn em aditivos alimentares a base de fosfato.

Etapa Intervalo (s) Tempo (s) Valvula acionada  Solugdo
Condicionamento 0-78 10 V4 Tampao
Carregamento 10-78 68 VieV; Amostra
Lavagem 80 - 130 50 Vs Agua
Eluicéo 133 - 150 17 Vs e Vg HNO3

Eluicédo 138 - 150 12 V4 HNO3
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Na Tabela 2 estado relacionadas as principais caracteristicas do sistema FI-
SPE-FAAS, apds a otimizagdo dos diversos parametros que influenciam no

desempenho do método.

Tabela 2. Caracteristicas do sistema FI-SPE-FAAS proposto para a determinacgao

de Cd e Mn em aditivos alimentares a base de fosfato.

pH da solugcdo da amostra no sistema 8,0
Vazdo da solucdo amostra (mL min™) 4,4
Vaz&o do HNO3z (mL min™) 4,7
Vazao da solucédo tampao (mL min™) 2,2
Tempo de pré-concentragao (s) 68
Volume de amostra processada (mL) 5,0
Volume de HNO3; (mL) 1,0
Fator de aumento: Cd 17
Mn 21
Equacao da curva de calibragao: Cd Y = 0,01602.X + 0,02153*
Mn Y = 0,0046.X + 0,0675*
Coeficiente de correlagao linear(r): Cd 0,99301
Mn 0,99984
Limite de detecgdo (ng g™'): Cd 7,6
Mn 76
Limite de quantificagdo (ng g™'): Cd 25
Mn 255
Faixa linear (ug L™"): Cd 0,38 a 100
Mn 3,8a300
Desvio padrao relativo (%): Cd 3,7
Mn 0,34
Freqiiéncia de medicdes (h™) 24

*Y = absorvancia integrada (s), X = s.(ug L™)

O fator de aumento para cada elemento foi calculado dividindo-se o
coeficiente angular da curva de calibragao obtida empregando FI-SPE-FAAS e o
coeficiente angular da curva de calibragao obtida diretamente por FAAS (sem pré-

concentragdo e empregando as condi¢gdes de melhor resposta do equipamento,
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conforme recomendacgdes do fabricante). Neste caso, as duas curvas foram
obtidas considerando-se a altura da intensidade do sinal de cada elemento. Os
coeficientes angulares para Cd foram 5,5184 Abs.(ug L™)" € 0,31332 Abs.(ug L")
' respectivamente, e para Mn 2,9548 Abs.(ng L' e 0,14013 Abs.(ug L7)",
respectivamente.

A partir do valor encontrado para o fator de aumento para cada elemento
pode-se inferir que supostamente ha uma melhor complexagdo da 8-
hidroxiquinolina com o Mn do que com o Cd, o que é concordante com o que se
espera em relacdo a dados da literatura, onde o Mn?* tem caracteristicas mais
adequadas (ion mais duro ou acido mais duro) para complexar com a 8-
hidroxiquinolina do que o Cd?* 215455

O LD (30) e 0 LQ (10c) foram calculados considerando o desvio padréo de
10 leituras consecutivas do branco, conforme recomendado pela IUPAC. Para o
calculo do LD e LQ foi considerada uma massa de 5 g de amostra e um volume
final de 100 mL.

5.2.1. Resultados da determinacdo de Cd e Mn em aditivo alimentar a base
de fosfato

O procedimento de extracdo foi realizado usando HNOj3; concentrado e
HNO; 2 mol L™ ,sob mesmas condicdes de temperatura e tempo de extragdo.
Como os resultados obtidos para Cd e Mn empregando as duas condi¢gbes foram
semelhantes, optou-se por empregar HNO3; 2 mol L™ para a extracdo dos dois
elementos.

Tendo-se em vista que ndo ocorre decomposicdo completa da amostra,
para avaliar se a extracdo foi quantitativa, foram realizados testes de
recuperacao, com a adicdo dos analitos antes e apds o processo de extracido. Os
resultados obtidos foram concordantes entre si, demonstrando a eficiéncia do
processo de extragcdo, uma vez que, esta depende da interacdo entre os ions
metalicos e os fosfatos.

Apos a adequacgao do processo de extracdo e dos parametros do sistema
FI-SPE-FAAS que influenciam na determinagdo de Cd e Mn, o método proposto

foi empregado para a determinagcédo destes elementos em aditivos alimentares a
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base de fosfato. Conforme discutido anteriormente nos itens 2.3 e 2.4, devido a
problemas de interferéncias (supresséao de sinal) ndo foi possivel determinar Cd e
Mn empregando calibragédo “convencional” (os testes de recuperagéo para o Cd e
Mn na amostra em estudo, foram de 84 e 74%, respectivamente, o que evidéncia
que o sistema para separacdo da matriz da amostra nado foi muito eficiente -
Tabela 3), sendo necessario, portanto, fazer as determinagdes por adicdo de
analito. Possivelmente a interferéncia observada € decorrente da interacdo do
fosfato com o Cd e o Mn, dificultando a complexagdo com a 8-hidroxiquinolina
imobilizada sobre o suporte de vidro. Na Tabela 3 estdo apresentados os

resultados obtidos.

Tabela 3. Testes de recuperacao de Cd e Mn em aditivo alimentar a base de

fosfato.
Analito Analito* amostra amostra + analito Recuperacgéao, %
(ng L")  adicionado adicionado
Cd 2,0 2,3 3,6 83,7
Mn 6,0 8,3 10,6 741

* Adicdo de 2 pg L™ para Cd e de 6 ug L™ para Mn.

Como os resultados para os testes de recuperacdo para ambos o0s
elementos em estudo n&o foram satisfatorios, evidenciando ainda interferéncias
provocadas pela matriz na determinagao por FI-SPE-FAAS, foi realizada a
determinacgao por calibracdo com adicao de analito. Para efeitos de comparacéo,
foram feitas determinacdes destes elementos por ICP OES, entretanto, devido a
concentragdo muito baixa dos elementos na maioria das amostras estudadas ou
devido a problemas de interferéncia, também foi necessario processar as

amostras no sistema FI proposto. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados da determinagdo de Cd e Mn em aditivos alimentares a
base de fosfato empregando o sistema FI-SPE-FAAS e por ICP OES (apés
processamento pelo sistema FI-SPE). Os valores s&do a média e o desvio padrao

de 5 medidas consecutivas da amostra.

Analito (ng g™) FI-SPE-FAAS ICP OES
Cd 27 +1 26 + 1
Mn 293 + 1 293 + 1

Os resultados obtidos por FI-SPE-FAAS demonstram a eficiéncia do
processo de pré-concentracdo na determinacao dos elementos em estudo, uma
vez que, a determinacio direta destes elementos por FAAS nestas amostras nao
seria possivel. A concordancia entre os resultados obtidos por FI-SPE-FAAS e

ICP OES evidenciam a exatidao e precisdao do método.



6. CONCLUSAO

O método desenvolvido neste trabalho para a pré-concentracdo on-line (FI-
SPE) de Cd e Mn em aditivos alimentares a base de fosfato para posterior
determinacao por FAAS, demonstrou ser eficiente para pré-concentrar os analitos
em estudo, conseguindo-se um bom fator de ganho (17 e 21 para Cd e Mn,
respectivamente) e boa freqiiéncia analitica (24 medicdes h™). Portanto, pode-se
concluir que a CPG-8-HQ é eficiente para pré-concentrar estes elementos e
minimizar problemas de interferéncia devido a matriz da amostra.

Foi verificado que os LD e LQ do método proposto sdo adequados para as
determinacdes de Cd e Mn em aditivo alimentar a base de fosfato, uma vez que,
estdo abaixo da concentragdo encontrada nas amostras investigadas. Os valores
de LD e LQ obtidos evidenciam que foi possivel melhorar a aplicabilidade da
FAAS usada para a determinacédo dos elementos em estudo em materiais a base
de fosfato, minimizando problemas de interferéncia da matriz.

De modo geral, o método proposto € relativamente simples, apresentando
vantagens como: baixo consumo de reagentes e amostra, bom fator de aumento,
ser relativamente rapido de ser executado e minimizar problemas de interferéncia

de matriz.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A patrtir deste trabalho, as seguintes sugestbes podem ser elencadas para
futuros trabalhos empregando-se metodologias semelhantes:

e Estudar a aplicagédo do sistema FI-SPE para Cd e Mn em outros tipos de
matrizes;

e Estudar a aplicacao do sistema FI-SPE para outros metais;
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