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RESUMO

Titulo: Avaliacdo de Métodos de Preparo de Amostra e Determinagcdo de Elementos
Traco por GF AAS e ICP-MS em Crustaceo (Sergio mirim)

Autor: Jaime Silvestre Mandlate
Orientador: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

Neste trabalho foram avaliados métodos de preparo de amostra para a
determinacdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb em amostras de crustaceo (Sergio mirim)
empregando a espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) e a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Foram avaliados
métodos de preparo de amostra tais como a digestdo assistida por micro-ondas (MAD),
digestdo assistida por micro-ondas pressurizada com oxigénio (MAD-O2) e a digestao
assistida por micro-ondas e radiacdo ultravioleta (MAD-UV). Durante a otimizagdo dos
métodos de preparo de amostra, a determinagcdo dos elementos foi feita por ICP-MS. A
eficiéncia de decomposicdo foi avaliada através da determinacdo do teor de carbono
residual (RCC) no digerido final, o qual foi determinado por espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Para a determinacédo dos analitos
por GF AAS, foi feita a otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo tanto para
solugcbes de referéncia quanto para as amostras, com e sem o uso de modificador. A
exatidao foi avaliada através da comparacdo dos métodos de preparo de amostra e pela
decomposicdo de materiais de referéncia certificados de musculo de peixe (DORM-2) e
tecido de ostra (NIST SRM-1566b) por MAD, seguidos da determinagcdo por GF AAS e
ICP-MS. A concordancia entre os valores obtidos pelo método de referéncia (MAD) e os
valores certificados foram entre 94 e 108%. Os limites de detec¢éo (LODs) obtidos por GF
AAS foram de 0,036; 0,003; 0,049; 0,277 e 0,018 pg g* para As, Cd, Cr, Cu e Pb,
respectivamente. Os valores de RCC foram de 7,3% (MAD), 13% (MAD-O3) e entre 5,0 e
8,8% (MAD-UV). Os métodos MAD, MAD-O: e MAD-UV foram adequados para a
decomposicdo das amostras. Cabe destacar que o método MAD foi aplicado para a
determinacao por GF AAS em amostras de Sergio mirim coletadas na praia do Cassino. A
concentracdo dos analitos variou entre 1,45 e 3,70 ug g* para As, 0,615 e 1,13 ug g*
para Cd, 0,884 e 7,20 ug g* para Cr, 122 e 275 ug g* para Cu e entre 0,377 € 0,916 ug g’
! para Pb.



Xiv

ABSTRACT

Title: Evaluation of Sample Preparation Methods for Trace Elements Determination
by GF AAS e ICP-MS in Crustacean (Sergio mirim)

Author: Jaime Silvestre Mandlate
Advisor: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

In this work sample preparation methods were evaluated for determination of As,
Cd, Cr, Cu and Pb in samples of a crustacean (Sergio mirim), using graphite furnace
atomic absorption spectrometry (GF AAS) and inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). Sample preparation methods such as microwave-assisted
digestion (MAD), oxygen pressurized microwave-assisted digestion (MAD-O2) microwave
and ultraviolet radiation assisted digestion (MAD-UV) were evaluated. During optimization
of sample preparation methods, elements determination was carried out by ICP-MS. The
efficiency of sample decomposition was evaluated by the determination of residual carbon
content (RCC) in digests by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP OES). For analytes determination by GF AAS temperatures of pyrolysis and
atomization were optimized using reference solutions and decomposed samples, with and
without the use of chemical modifier. The accuracy was evaluated by comparison of
decomposition methods as well as by analysis of certified reference materials (CRMs) of
fish muscle (DORM-2) and oyster tissue (NIST SRM-1566b), after decomposition using
MAD and determination by GF AAS and ICP-MS. The agreement between decomposition
using MAD and certified values ranged from 94 to 108%. The limits of detection (LOD)
obtained by GF AAS were 0.036; 0.003; 0.049; 0.277 and 0.018 ug g* for As, Cd, Cr, Cu e
Pb, respectively. The RCCs values were 7.3% for MAD, 13.1% for MAD-O2 and from 5 to
8.8% for MAD-UV. The evaluated methods MAD, MAD-O2 and MAD-UV were considered
suitable for sample decomposition. In addition, MAD was used for analytes determination
by GF AAS in Sergio mirim samples, which were collected in Cassino beach. The
concentration of analytes in the samples ranged from 1.45 to 3.70 pg g for As, from 0.615
to 1.13 pg g* for Cd, from 0.884 to 7.20 ug g* for Cr, from 122 to 275 pg g* for Cu and
from 0.377 to 0.916 ug g* for Pb.



1. INTRODUCAO

Atualmente, tem-se observado um crescente interesse pelo estudo de
organismos aquaticos como bioindicadores de contaminacdo ambiental. Diariamente,
grandes quantidades de poluentes chegam ao ambiente marinho através do transporte
e deposicdo atmosférica, erosao natural, ciclos geoquimicos e produtos de atividades
antropicas.! Alguns estudos tém mostrado a relacdo de organismos aquaticos com 0s
diversos tipos de impactos que podem ocorrer no meio ambiente. Desta forma, a
determinacao de elementos tragco no ambiente marinho tem sido relevante no sentido
de avaliar os impactos oriundos de atividades antropogénicas, sendo que o estudo dos
invertebrados bentdnicos € um dos métodos mais eficientes para avaliar a qualidade da
agua e, consequentemente, do ambiente no entorno.?

No ambito regional, a biota das praias do Rio Grande do Sul apresenta uma
consideravel variedade de espécies de invertebrados marinhos, sendo que na zona
entremarés predominam espécies de moluscos e crustaceos. Estes organismos
desempenham um importante papel ecolégico, pois constituiem uma fonte alimentar
para outros invertebrados, peixes de importancia comercial e aves.® O Sergio mirim é
uma espécie de crustaceo abundante nessa regido, sendo que nao existem estudos a
respeito da concentracdo de elementos traco nesta espécie.

Entretanto, tem sido crescente o interesse no desenvolvimento de métodos
analiticos simples, rapidos e com exatidédo e precisdo adequadas para a determinacao
de contaminantes em organismos marinhos, principalmente no que diz respeito a
presenca de metais, por serem persistentes e nao sofrerem degradacao. Além disso,
alguns podem ser acumulativos, com elevada capacidade de biomagnificacdo na
cadeia trofica.*

Dentre as principais técnicas analiticas usadas para a determinacdo de
elementos trago em organismos aquéticos, pode-se destacar a espectrometria de

absorcdo atdmica com forno de grafite (GF AAS),® a espectrometria de emiss&o Optica

1 Firat et al., Environ. Monit. Assess., 2008, 147, 117-123.

2 Monteiro et al., Oecol. Bras., 2008, 12, 553-563.

3 Teixeira et al., Rev. Elec., Cad. Ecol. Aqué., 2008, 3, 1-18.

4 Clark, R. B., Marine pollution, 2001, p. 248.

5 Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B, 1989, 12, 1209-1220.



com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)® e a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).” Para a utilizagdo destas técnicas,
geralmente € necessario que as amostras sejam introduzidas na forma de solug¢édo. No
entanto, organismos aquéticos sdo matrizes com elevado teor de carbono (além de
diversos outros elementos), o que demanda uma etapa prévia de decomposicao da
amostra.®®

Para a decomposicdo de amostras bioldgicas, geralmente sdo empregados
métodos de decomposicdo por via Umida ou via seca em sistemas abertos ou
fechados,!® com aquecimento convencional ou assistidos por radia¢cdo micro-
ondas.'®'! Decomposi¢cdes por via seca em forno tipo mufla geralmente s&o
inadequadas para a determinacdo de metais em baixas concentragdes, principalmente
devido a possibilidade de perdas do analito por volatiizagdo e ao risco de
contaminacdo. No entanto, sistemas abertos de decomposicdo sdo comumente
utilizados, principalmente devido o seu baixo custo e simplicidade de operacédo. Da
mesma forma, métodos de decomposi¢cdo por via Umida em sistemas abertos
geralmente sdo morosos e requerem misturas de grandes quantidades de &cidos
concentrados para melhorar a eficiéncia de decomposicdo.*?*3

A decomposicdo assistida por micro-ondas (MAD) tanto em sistemas abertos
guanto em sistemas fechados, tem se mostrado eficiente para uma grande variedade
de amostras. Os sistemas fechados possuem a vantagem de operacdo em pressoes e
temperaturas elevadas, o que ocasiona o aumento da temperatura de ebulicdo dos
acidos. Obtendo se temperaturas elevadas a eficiéncia de decomposicdo melhora.'?
Além disso, os métodos de decomposicdo combinando a radiacdo micro-ondas e
ultravioleta tem sido utilizados para aumentar a eficiéncia na decomposi¢cao de matrizes
organicas. A digestdo assistida por micro-ondas e radiacdo ultravioleta (MAD-UV) tem
sido vantajosa na decomposicdo de matrizes organicas complexas, possibilitando o uso
de solucdes de acidos (ou mistura) diluidos, o que minimiza o consumo de reagentes e

a geracado de residuos.'?'* Qutra alterativa recente € o emprego da digestio assistida

6 Lopez et al., Ecotox. Environ. Safe., 2003, 54, 223-228.

" Meche et al., Microchem. J., 2010, 94, 171-174.

8 Chakraborty et al, Fresenius J. Anal. Chem., 1996, 355, 43-47.

° Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.

10 Rodushkin et al., Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 191-200.

1 Nemati et al., J. Hazard. Mater., 2010, 182, 453-459.

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.

1 Wasilewska et al., J. Anal. At. Spectrom., 2002, 17, 1121-1125.

¥ Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.



por micro-ondas pressurizada com oxigénio (MAD-O2). Este método, quando
comparado com a MAD convencional, possibilita a decomposicdo de amostras com
grande eficiéncia, utilizando HNO3 diluido e/ou H202 e oxigénio.'®

Portanto, neste trabalho foram desenvolvidos e investigados métodos de preparo
de amostra para a subsequente determinacdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb por GF AAS e
ICP-MS em amostras de Sergio mirim coletadas na praia do Cassino (Rio Grande/RS).
Para isso, foram avaliados os métodos de MAD, MAD-O2 e MAD-UV (com diferentes
concentracbes de HNOs, com e sem adicdo de H202) para a decomposicdo das
amostras. Além disso, foram otimizados parametros importantes para determinacéo por
GF AAS ap6s MAD. Cabe destacar que foi feito um estudo adicional avaliando o local
de amostragem, sexo e tamanho dos exemplares de Sergio mirim, relacionando com a

concentracéo dos analitos.

15 Bizzi et al., Anal. Methods, 2010, 2, 734-738.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sergio mirim

O Sergio mirim é um crustaceo decipode cavador, que pertence a familia
Callianassidae. Como principais caracteristicas, estes organismos possuem,
aproximadamente, 20 cm de comprimento, abddmen com coloragcdo amarelada e
garras em forma de pingas, sendo uma delas consideravelmente maior que a outra.>®
Na Figura 1, estd mostrado um exemplar de Sergio mirim e os caminhos (“tocas”) que

podem ser formados por este organismo no sedimento.

Superficie do sedimento

b

Figura 1. Exemplar do (a) Sergio mirim e a (b) representacdo da forma e dimenséo das tocas

formadas no sedimento de praias arenosas (adaptado por Texeira et al. )

O Sergio mirim apresenta adaptacfes para viver em extensas galerias cavadas
na areia da praia, exercendo uma intensa atividade de remocdo de sedimentos que
resulta na construcdo de um complexo sistema de tuneis ou galerias. Estes organismos
nao sdo utilizados na alimentacdo humana, mas sdo usados como isca na pesca
artesanal e recreativa.>1®

Muitas espécies de organismos bentbnicos podem bombear grandes

guantidades de agua (em parte constituida por agua intersticial de sedimentos) para a

3 Teixeira et al., Rev. Elec., Cad. Ecol. Aqua., 2008, 3, 1-18.
16 Rodrigues, S. D., Tese de Doutorado em Ciéncias, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de Sdo
Paulo, 1966.
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parte externa de suas tocas.!’ Por outro lado, a atividade de alimentac&o suspensivora
(alimentacdo a base de compostos organicos em suspensdo na coluna d’agua) pode
movimentar grandes quantidades de agua através dos tubos no interior do
substrato.1”1819 Um grande nimero de individuos (aproximadamente 450 m?2) pode
significar uma remobilizacdo de sedimento de aproximadamente 100 kg de sedimento

(seco) m? ano™,

Desta forma, a bioturbacdo causada por este organismo pode
promover o fluxo de diversos elementos trago.*®

Sabe-se que para detectar mudancas e atribui-las a um impacto ambiental,
existe a necessidade de dados pré-impacto.>* Até o momento, ndo existem
informagdes a respeito do tipo e quantidade de elementos traco presente no Sergio
mirim. Portanto, considerando a importancia da protecdo e conservacdo do meio
ambiente, com especial enfoque ao meio aquatico e seus ecossistemas, existe uma
necessidade crescente do desenvolvimento de métodos analiticos adequados e viaveis
para a determinacdo de elementos traco, com o objetivo de entender o comportamento

destes organismos, além de sua possivel utilizacdo como bioindicadores ambientais.

2.2. Técnicas de determinacao de elementos traco

2.2.1. Espectrometria de emissédo 6ptica com plasma indutivamente acoplado

A ICP OES é uma das técnicas analiticas para determinacéo elementar bastante
utilizada atualmente, principalmente devido a sua capacidade multielementar, ampla
faixa linear e os relativamente baixos limites de deteccdo (LOD).2° A técnica baseia-se
na emissao de radiacdo a partir dos elementos excitados em um plasma indutivamente
acoplado formado, geralmente, por argbnio.?® O plasma, por definicdo, € um gas
parcialmente ionizado que pode atingir temperaturas de até 10000 K, as quais sao
suficientemente elevadas para causar a atomizacdo, excitagdo ou mesmo ionizagcao de
grande parte dos elementos. Com o desenvolvimento dos detectores de carga
acoplada (CCD) combinados com o uso de espectrometros de alta resolugdo (como

sistema oOptico do tipo Echelle), tornou-se possivel a determinacdo multielementar e

2Monteiro et al., Oecol. Bras., 2008, 12, 553-563.

4Clark, R. B., Marine pollution, 2001, p. 248.

17 Colin et al., Bull. Mar. Sci. 1986, 38, 19-24.

18 Griffen et al., Mar. Ecol. Prog. Ser., 2004, 269, 223-236.

19 pezzuto, P. R., Mar. Ecol., 1998, 19, 89-109.

20 Broekaert, J. A. C., Analytical atomic spectrometry with flames and plasmas, 2002, p. 306.



simultdnea. Esta caracteristica, associada a elevada sensibilidade da técnica,
possibilita a determinacdo de elementos em concentracdes da ordem de partes por
milhdo (mg L™ ou pg g*) ou mesmo, partes por bilhdo (ug L ou ng g?) para alguns
elementos.?°

Atualmente, a técnica de ICP OES vem sendo aplicada para a determinacao de
uma série de elementos em uma grande variedade de amostras. Para a introducdo da
amostra na forma de solucdo, sdo necessarios procedimentos de decomposicao que,
geralmente, utilizam &cidos concentrados ou misturas destes. Entretanto, o uso destes
reagentes pode causar efeito de matriz, além de diminuir a vida util de alguns
componentes dos equipamentos. Como alternativa ao pré-tratamento da amostra,
podem ser utilizadas, em alguns casos, técnicas de introdu¢do da amostra na forma de
suspensdes ou, ainda, na forma sélida utilizando a vaporizagéo eletrotérmica (ETV) ou

ablacdo com laser (LA).10:20

2.2.2. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A ICP-MS é uma das técnicas analiticas de maior sensibilidade empregadas na
determinacao de elementos, podendo atingir facilmente LODs da ordem de partes por
bilhdo (ug L™ ou ng g?) e, em alguns casos, da ordem de partes por trilhdo (ng L™ ou
pg g1). Em termos de instrumentacdo, o plasma indutivamente acoplado para os
equipamentos de ICP OES e ICP-MS apresenta as mesmas caracteristicas (conforme
abordado no item 2.2.1). Entretanto, a técnica de ICP-MS baseia-se na separacao de
ions carregados positivamente formados no plasma, empregando um espectrdmetro de
massa. Nesta etapa, 0s ions sdo separados de acordo com a sua razdo massa-carga
(m/z) e enviados para o detector. Através da aplicacdo de uma combinacéo de corrente
continua e alternada nas barras metalicas, geralmente um quadrupolo (analisador de
massa), € possivel a selecdo de um ion especifico, enquanto outros ions com
diferentes m/z sdo enviados para a parte externa do analisador de massa.?° Esta
técnica possibilita a deteccdo multielementar sequencial rapida, a qual, aliada a uma
elevada sensibilidade, faz desta técnica uma das mais utilizadas para a determinacéo

de elementos traco e ultratrago em uma grande variedade de amostras.?

Rodushkin et a.l, Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 191-200.
2 Broekaert, J. A. C., Analytical atomic spectrometry with flames and plasmas, 2002, p. 306.
2 Becker, J. S., Int. J. Mass Spectrom., 2003, 228, 127-150.



Entretanto, o preparo de amostra prévio € indispensavel para esta técnica, assim
como para as demais técnicas espectromeétricas, principalmente no que diz respeito a
andlise de amostras com elevado teor de carbono. A presenca de carbono pode causar
interferéncias, o que pode variar de acordo com o potencial de ionizacéo e a razao m/z
do analito.?? Além disso, a presenca de carbono na interface entre a tocha e o
espectrometro de massa, pode causar deposicdo deste elemento e entupimento da
interface, limitando o transporte dos analitos até o espectrémetro de massa. Por isso, é
de extrema importadncia a utilizacdo de métodos de decomposicdo de amostra

eficientes, proporcionando baixos teores de carbono residual (RCC) nos digeridos.??

2.2.3. Espectrometria de absorgcéo atdbmica com forno de grafite

A espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS) baseia-se na absor¢céo de energia
radiante oriunda de espécies atbmicas no estado fundamental e gasoso. Cada espécie
atbmica possui um espectro de absorcdo constituido por linhas espectrais
caracteristicas das possiveis transicdes eletrbnicas envolvendo os elétrons mais
externos de cada elemento. A instrumentagdo em AAS € constituida por cinco
componentes principais: i) fonte de radiagdo; ii) atomizador; iii) monocromador; iv)
detector; e v) sistema de registro de sinal. Apds a introducdo da amostra no sistema de
nebulizacdo, o elemento € levado a condicdo de uma dispersdo atdbmica gasosa
através da qual é incidido um feixe de radiacdo proveniente de uma fonte de radiacéo
especifica.?>?® Dentre as fontes de radiacio mais utilizadas, destacam-se a lampada
de catodo oco (HCL) e a lampada de descarga sem eletrodo (EDL), porém esta ultima
é menos utilizada.?*?*

Dentre as formas de atomizagéo (chama, geracao de hidretos e forno de grafite),
o emprego do forno de grafite (GF AAS) tem sido amplamente aceito devido a
adequada sensibilidade para a determinacdo de elementos em concentracdes da
ordem de pg L, ou mesmo ng L™t em alguns casos. Esta técnica possui atributos que a
tornam adequada para varios tipos de amostras, tais como ambientais, geoldgicas,

bioldgicas, farmacoldgicas, entre outras. Além disso, a técnica permite a analise de

22 Allah, P., Anal. Chem., 1991, 63, 1497-1498.
Z Volynsky, A. B.; Krivan, V., J. Anal. Atom. Spectrometry. 1996, 11, 159-164.

% Welz, B.; Sperling, M., Atomic absorption spectrometry, 1999, p. 234.



amostras liquidas, bem como amostras soélidas na forma de suspensdes ou mesmo
através da analise direta na forma sélida.?°

O desenvolvimento de um método de determinacdo por GF AAS inicia-se,
habitualmente, pelo estudo do programa de aquecimento de forno de grafite. Este
estudo é importante, pois possibilita encontrar uma condicéo ideal de temperatura entre
a solucdo de referéncia aquosa e a amostra, uma vez que idealmente as curvas sdo
feitas com solugdes aquosas. Esta otimizagdo consiste no tratamento da amostra em
diferentes temperaturas de secagem, pirélise, atomizacédo e limpeza, as quais devem
ser cuidadosamente avaliadas para cada analito e matriz.>?® Contudo, o uso de
modificadores quimicos pode favorecer a reducao de interferéncias, além de alterar a

volatilidade do analito ou da matriz.>23%°

2.2.3.1. Modificadores quimicos

O desenvolvimento da técnica GF AAS foi marcado por alguns efeitos adversos
causados por algumas matrizes. Apesar da boa seletividade e sensibilidade, o uso
desta técnica requer cuidados especiais devido a problemas causados por
interferéncias, principalmente de natureza ndo espectral. Estas interferéncias, na fase
condensada e na fase de vapor, tem como efeito principal a diminuicdo da populacdo
de atomos no estado fundamental, o que compromete a sensibilidade. Estas
interferéncias podem estar associadas a perda do analito por volatilizacdo na etapa de
pirdlise, ou pela volatilizacdo simultdnea do analito com a matriz durante a etapa de
atomizacg&o.?>2

Nestes casos, 0 uso de modificadores quimicos tem sido uma alternativa viavel
para alteracdo da volatilidade do analito ou da matriz, diminuindo drasticamente estes
efeitos indesejaveis.?®?” Os modificadores quimicos podem ser definidos como
compostos que sao introduzidos no tubo de grafite (atomizador) simultaneamente com

a amostra com o objetivo de reduzir consideravelmente as interferéncias da matriz. 2628

5 Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B, 1989, 12, 1209-1220.

° Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.

20 Broekaert, J. A. C., Analytical atomic spectrometry with flames and plasmas, 2002, p. 306.
Z Volynsky, A. B.; Krivan, V., J. Anal. Atom. Spectrometry. 1996, 11, 159-164.

2 Welz, B.; Sperling, M., Atomic absorption spectrometry, 1999, p. 234.

% Gontad et al., Eur. Food Res. Technol. 2008, 227, 1165-1172.

% Ediger, R. D., At. Absorp. Newsletter, 1975, 14, 127-130.

27 Sardans et al., Spectrochim. Acta Part B, 2010, 65, 97-112.

2 Volynsky, A. B.; Wennrich, R., Talanta, 2003, 59, 277-286.



As caracteristicas de um modificador quimico ideal podem ser definidas como: i)
ser efetivo para um grande nuamero e formas de analitos; ii) apresentar baixo sinal de
fundo (background); iii) ndo interferir negativamente na vida atil do tubo de grafite; iv)
estar disponivel em alta pureza; v) que ndo sejam elementos rotineiramente
determinados através por GF AAS (ex: As, Cd, Cr, Pb, entre outros); vi) possuir baixa
toxicidade; vii) ser estavel durante um longo tempo de conservacgao e viii) ser de baixo
CUSt0.24’27’28

O obijetivo principal do uso dos modificadores quimicos consiste na atomizacao
seletiva do analito a partir da matriz.?4#2%28 De maneira geral, o analito pode encontrar-
se em trés situacdes com relacdo a matriz: i) volatilidade menor que a matriz: a matriz
pode ser eliminada durante a etapa de pirélise, permitindo a vaporizacao/eliminacdo do
analito de forma seletiva prevenindo quaisquer interferéncias espectrais, porém alguns
modificadores quimicos podem ser utilizados de maneira a faciltar a
modificacdo/eliminacdo da matriz, sem perda de analito; ii) volatilidade similar a da
matriz. o modificador quimico altera as propriedades fisico-quimicas do analito e
permite a estabilizacao/eliminacdo da matriz ou aumento/estabilizacdo da volatilidade
do analito de maneira a atingir a vaporizagao seletiva; iii) volatiidade maior que a
matriz: esta situacdo, geralmente, ndo exige o uso de modificadores quimicos para
estabilizar termicamente os analitos durante a etapa de pirélise, sendo que ocorre
principalmente durante a determinacdo de compostos inorganicos refratarios onde,
geralmente, a matriz ndo pode ser eliminada na etapa de pir6lise. Como a matriz
apresenta uma vaporizacdo mais lenta que o analito, o ambiente de vaporizacdo e

atomizacgao ocorre na presenca de poucos concomitantes.?428

2.3. Métodos de preparo de amostra

De maneira geral, a amostra deve ser convertida na forma mais adequada para
a técnica analitica utilizada na quantificacdo. Na maioria dos casos, pode-se empregar
um método de decomposicdo, separacdo ou extracdo. Para que um método de
decomposicao seja eficiente, torna-se necessaria a remog¢ao completa da matriz, onde

os analitos devem estar, preferencialmente, presentes na forma ibnica previamente a

% Welz, B.; Sperling, M., Atomic absorption spectrometry, 1999, p. 234.
27 Sardans et al., Spectrochim. Acta Part B, 2010, 65, 97-112.
2 Volynsky, A. B.; Wennrich, R., Talanta, 2003, 59, 277-286.
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etapa de determinacdo.® Por isso, cada vez mais cresce 0 interesse pelo
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra que fornecam digeridos
apropriados para as mais variadas técnicas analiticas.?3° Além disso, um método de
preparo de amostra eficiente deve apresentar caracteristicas como: simplicidade,
rapidez, menor consumo e minima manipulacdo de reagentes, preparo simultaneo de
um numero apreciavel de amostras, seguranca, minimo risco de perdas do analito,
baixo custo e garantia da exatiddo e precisdo dos resultados.*?

A escolha de método de preparo de amostra adequado depende do tipo de
matriz, do analito e sua concentracdo, da técnica de determinacdo e da precisdo e
exatiddo desejadas.'?1431:3233 Os métodos para preparo de amostras com alto teor de
matéria organica para a posterior determinagcdo elementar, geralmente sdo baseados
no aquecimento de um acido mineral oxidante adicionado a amostra, podendo ser
utilizado apenas um uUnico ou uma mistura de &cidos. Dentre os acidos mais utilizados,
destacam-se o HNO3s, HCI, H2SO4, HCIO4 e HF, na presenca ou ndo de H202 como
oxidante auxiliar.1?313* A presenca desses reagentes, combinada com aquecimento,
permite a decomposicdo da matéria organica e inorganica presente nas amostras,
transferindo os analitos para a solucdo. Os métodos de decomposicdo por via Umida
em sistemas abertos possuem a vantagem de poder utilizar quantidades de amostra
relativamente elevadas (até 3 g), possibilitando a obtengdo de baixos LODs.'2° Por
outro lado, como a temperatura atingida em sistemas abertos é menor quando
comparada com sistemas fechados, este fato requer o uso de misturas de acidos para
melhorar a eficiéncia de decomposi¢do de matrizes com alto teor de matéria organica.
Cabe salientar que, problemas relacionados com contaminacéo e perdas de analitos
volateis sdo comuns em sistemas abertos, caracterizando uma das principais

desvantagens deste método.*°

6 Lopez et al., Ecotox. Environ. Safe., 2003, 54, 223-228.

10 Rodushkin et al., Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 191-200.

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
anélise elementar, 2010, p. 340.

1 Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.

2 Gouveia et al., J. Braz. Chem. Soc., 2000, 11, 261-265.

30 Mesko et al., Microchem. J., 2006, 82, 183-188.

31 Aradjo et al., Spectrochim. Acta Part B, 2002, 57, 2121-2132.
%2 Arruda, M. A. Z.; Santelli, R. E., Quim. Nova, 1997, 20,638-643.
3 Flores et al., Anal. Chem., 2008, 80, 1865-1870.

3 Abu- Samra et al., Anal. Chem., 1975, 47, 1475.

% Ashoka et al., Anal. Chim. Acta., 2009, 653, 191-199.



11

Os sistemas fechados de decomposicdo de amostra tém sido comumente
relatados na literatura para a decomposicdo de amostras com elevado teor de matéria
organica e/ou contendo estruturas carbonicas com relativa estabilidade (por exemplo,
grafite, alguns farmacos, materiais de alta pureza, entre outros). Pode-se dizer que,
atualmente, o estado da arte em decomposic¢des por via umida em sistemas fechados,
consiste no aquecimento de acidos oxidantes com auxilio da radiagdo micro-ondas,
aliados ao uso de frascos fechados e confeccionados com materiais de alta
pureza_12,31|33,34

No trabalho desenvolvido por Rodushkin et al.,*° foi feito um comparativo entre
0s métodos de decomposicao por via imida em sistema aberto (bloco digestor) e MAD
para determinacao de 35 elementos em plantas. Na decomposi¢édo com bloco digestor,
foram utilizados 10 mL HNOz 14 mol L™* com aquecimento por 24 h a 65°C. No método
MAD, foi utilizada uma mistura de 5 mL de HNO3 14 mol L e 0,5 mL de H202 a 30%
(m/m) com tempo de decomposicdo de 1 h empregando uma poténcia de 600 W. A
determinacdo dos elementos foi feita por ICP OES e ICP-MS. A exatidao foi avaliada
através do uso de material de referéncia certificado (CRM) de folhas de pessegueiro
(SRM 1547) e foram obtidas concordancias com os valores certificados de cerca de
80% para decomposicao em bloco digestor e de cerca de 95% para MAD.

No que diz respeito a eficiéncia, geracao de residuos e seguranca dos métodos
de decomposicdo de amostras assistidos por micro-ondas, recentemente tém sido
relatadas na literatura modificacbes instrumentais para atender a esses requisitos.
Neste contexto, destacam-se a combustdo iniciada por micro-ondas (MIC),33 a
decomposicdo assistida por micro-ondas pressurizada com oxigénio (MAD-O2)*® e a
decomposicdo assistida por micro-ondas e radiacdo ultravioleta (MAD-UV).2* A seguir,
serdo detalhados alguns métodos de decomposicéo por via Umida assistidos por micro-
ondas em sistemas fechados, que sdo comumente utilizados para a decomposi¢cao de

matrizes organicas.

10 Rodushkin et al., Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 191-200.

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
anélise elementar, 2010, p. 340.

¥ Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.

15 Bizzi et al., Anal. Methods, 2010, 2, 734-738.

%0 Mesko et al., Microchem. J., 2006, 82, 183-188.

31 Aradjo et al., Spectrochim. Acta Part B, 2002, 57, 2121-2132.

* Flores et al., Anal. Chem., 2008, 80, 1865-1870.

3 Abu- Samra et al., Anal. Chem., 1975, 47, 1475.
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2.3.1. Decomposicao assistida por micro-ondas

Os primeiros experimentos empregando fornos micro-ondas domésticos foram
feitos em 1975, onde foi proposta a decomposicdo de amostras de tecidos vegetais e
animais em frascos abertos com auxilio da radiacdo micro-ondas.3* Esses
experimentos mostraram as vantagens relacionadas ao uso da radiacdo micro-ondas
comparada aos sistemas convencionais de aquecimento para a decomposicdo de
amostras.®* O uso da radiagcdo micro-ondas tem como principal diferenca a forma como
ocorre 0 aguecimento da solucdo. Nos sistemas convencionais de aguecimento, a
transferéncia de energia acontece por conducdo, onde primeiramente sdo aguecidas as
paredes do frasco de decomposicdo e, em seguida, o calor é transferido para a
solucdo. No entanto, a utilizacdo de frascos de decomposi¢cao transparentes a radiacao
micro-ondas permite a interacéo direta entre radiacdo e solucdo, onde a absor¢cao da
radiacdo € imediatamente convertida em calor, proporcionando o aquecimento do meio
reacional.’?> Neste caso, a temperatura do meio aumenta pelos mecanismos de
conducéo idnica e rotacdo de dipolos. Por conducéo ibnica, o calor € gerado através de
perdas por friccdo que ocorrem através da migragdo de ions dissolvidos, sob a agéo de
um campo eletromagnético, provocando um aumento de temperatura. Ademais, as
perdas dependem do tamanho, da carga, da condutividade dos ions dissolvidos e das
interacOes destes com o solvente. O mecanismo de aquecimento por rotacéo de dipolo,
esta relacionado com o alinhamento das moléculas com o campo elétrico oscilante das
micro-ondas aplicado. Quando o campo € removido, as moléculas voltam a um estado
desordenado e a energia que foi absorvida para esta orientacdo nestes dipolos é
dissipada na forma de calor.1232

Com o advento da instrumentacao analitica, equipamentos modernos tém sido
desenvolvidos para decomposicfes assistidas por micro-ondas. Alguns modelos
permitem o controle de temperatura e pressao dos frascos de decomposi¢cdo em tempo
real, através do uso de tecnologia baseada em termometria, com sensores de fibra
Optica e transdutores, possibilitando a determinagcéo da temperatura do meio reacional

in situ. Além disso, o uso de frascos de decomposi¢cado confeccionados com materiais

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.

%2 Arruda, M. A. Z.; Santelli, R. E., Quim. Nova, 1997, 20,638-643

% Abu-Samra et al., Anal. Chem., 1975, 47, 1475.
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de alta pureza e alta resisténcia mecanica, permitem efetuar a decomposicdo de
amostras em sistemas fechados, admitindo pressdes elevadas (até cerca de 150 bar,
dependendo da matriz), o que confere uma maior eficiéncia de decomposigdo.'?

Cid et al.,’ efetuaram a decomposicdo de amostras de peixe utilizando MAD
para subsequente determinacdo de Cd, Cu, Ni, Pb e Zn por GF AAS, utilizando 4 mL
de HNOs concentrado. Para avaliar a exatiddo foram utilizados CRMs de figado bovino
(NIST 1577b) e alfafa (IAEA-V10), onde foram obtidas boas concordancias com os
valores certificados, variando entre 97 e 105% para todos os analitos.

Em um trabalho desenvolvido por Araujo et al., foi avaliada a eficiéncia de
decomposigdo com diferentes concentragées de HNOsz (2 a 14 mol L) com auxilio de
H202 (1 mL) para a decomposicdo de amostras de plantas (250 mg) empregando MAD.
Os autores também avaliaram a influéncia da quantidade de acido residual nos
digeridos para a determinacédo dos analito por ICP OES. A eficiéncia de decomposi¢cao
das diferentes solucdes foi avaliada comparando os valores de RCC nos digeridos, os
quais foram inferiores a 12% para todos os digeridos. Mesmo com maior valor de RCC
(11,3%, massa de carbono/massa da amostra), foi escolhida a solugao de HNOs3 2 mol
L1 para a decomposicdo das amostras, pois as recuperagdes foram satisfatérias para
todos os analitos.

Ashoka et al.,®® fizeram um estudo comparativo entre diferentes métodos de
preparo de amostra para decomposicado de peixe e CRMs (figado de peixe - DOLT-3 e
tecido de peixe - IAEA-407), visando a determinagdo de 41 elementos por ICP-MS.
Neste estudo, os autores comparam os métodos de decomposicéo por via umida com
bloco digestor, via seca e MAD em sistema fechado. A decomposic¢éo por via Umida foi
feita utilizando diferentes solu¢cdes ou misturas de acidos: i) 3 mL de HNOsz e 2 mL HCI
concentrados, com aquecimento em banho maria a 85 °C por 2 h; ii) 3 mL de HNOs
concentrado e 2 mL de H202 30% (v/v) , com aquecimento em banho maria a 85 °C por
2 h; iii) 3 mL de HNOs concentrado e 2 mL de H202 30% (v/v), empregando MAD a
180°C por 1 h; iv) 3 mL de HNOs concentrado e 2 mL H202 30% (v/v), empregando
MAD em sistema de alta pressdo a 180°C por 1 h; v) 5 mL HNOs concentrado

decomposicdo de cinzas da amostra (preparadas a 450°C por 36 h), em sistema

9Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.
3! Flores et al., Anal. Chem., 2008, 80, 1865-1870
% Ashoka et al., Anal. Chim. Acta, 2009, 653, 191-199.
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aberto, com aquecimento em placa de aquecimento. De um modo geral, os autores
relataram que os métodos por via Umida em sistema aberto foram morosos, ineficientes
na decomposi¢cao da matéria organica e a perda dos analitos volateis na decomposi¢céo
foi significativa, sendo que os melhores resultados foram obtidos por MAD.

Lopéz et al.,® propuseram a determinacdo de Cd, Cu, Pb e Zn em amostras de
lagosta e determinacao por ICP OES. A decomposicédo das amostras (100 mg) foi feita
por MAD em sistema fechado, onde foi utilizada uma mistura de 3 mL de HNOs 14 mol
Lt e 1 mL de H20235% (v/v). O programa de aquecimento do forno micro-ondas foi de
25 min e a temperatura maxima atingida durante a decomposicéao foi de 170 °C. Para
avaliacdo da exatiddo do método, foram feitos ensaios de recuperacdo, onde as
recuperacoes variaram entre 80 e 110%.°

Meche et al.,” fizeram a determinac&o de Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb,
Se, Sn, Sr, e Zn em amostras de diferentes espécies de peixes do Rio Piracicaba
(Piracicaba, SP, Brasil). Os 14 analitos foram determinados por ICP OES e a
decomposicdo das amostras foi feita com 10 mL HNO3s concentrado utilizando a MAD,
foi atingida uma temperatura maxima de 180 °C e tempo de aquecimento de 20 min. A
exatiddo do método foi avaliada com ensaios de recuperacédo, as quais variaram entre
93 e 104%.’

Cabe ressaltar que, os métodos assistidos por radiacdo micro-ondas, vém sendo
amplamente utilizados devido as vantagens associadas como rapidez, seguranca,
menor geracdo de residuos, boa eficiéncia de decomposicdo de diferentes matrizes,
compatibilidade dos digeridos com diferentes técnicas de quantificacdo, baixo risco de
perda de analitos volateis e a decomposi¢cdo de um numero consideravel de amostras
simultaneamente,5-8:11:12:25,31,35-39

Neste sentido, tém sido reportados na literatura trabalhos de decomposicao por

via Umida que visam a reducdo de residuos gerados durante o preparo de amostras,

6 Lopez et al., Ecotox. Environ. Safe., 2003, 54, 223-228.

”Meche et al., Microchem. J., 2010, 94, 171-174.

8 Chakraborty et al., Fresenius J. Anal. Chem., 1996, 355, 43-47.

1 Nemati et al, J. Hazard. Mater., 2010, 182, 453-459.

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.%° Gontad et al, Eur. Food Res. Technol. 2008, 227, 1165-1172.
31 Aradjo et al., Spectrochim. Acta Part B, 2002, 57, 2121-2132.

% Ashoka et al., Anal. Chim. Acta., 2009, 653, 191-199.

% Lamble, K. J.; Hill, S. J., Analyst, 1998, 123, 103-133.

%7 Limbeck, A., Anal. Chim. Acta, 2006, 575, 114-119.

3% Gesto et al., Talanta, 2007, 72, 1178-1185.

% Bizzi et al., Talanta, 2011, 83,1324-1328.
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principalmente no que diz respeito a utilizacdo de acidos diluidos, porém sem a perda
de eficiéncia de decomposicdo. Dentre estes métodos, pode-se destacar métodos de
MAD-O2 e MAD-UV.1415

2.3.2. Decomposicao assistida por micro-ondas pressurizada com oxigénio
Recentemente, tem sido relatado na literatura o emprego de sistemas fechados
assistidos por radiagdo micro-ondas com frascos pressurizados com oxigénio para a
decomposicdo de amostras com elevado teor de matéria organica, porém utilizando
acidos diluidos. A eficiencia de decomposicdo com acidos diluidos em sistemas
fechados pressurizados com oxigénio e HNOs diluido, foi discutida em um trabalho
desenvolvido por Bizzi et al.’® Neste trabalho, os autores reportaram que durante o
processo de oxidacao da matéria organica com HNOs diluido, possivelmente ocorre a
formacdo de espécies nitrogenadas provenientes da decomposicdo deste acido, onde o
NO(g) desempenha um papel importante. Esta espécie (NO()), na presenca de Oz em
excesso, pode proporcionar a regeneracdo in situ do HNOs no frasco de
decomposicao, permitindo, desta forma, uma eficiéncia de decomposicao similar as
obtidas empregando HNO3s concentrado. O procedimento proposto foi desenvolvido
com amostras de figado bovino (100 e 500 mg). Foram avaliadas diferentes
concentragdes de HNOsz (entre 0,1 e 14 mol L) e pressbes de oxigénio entre 5 e 20
bar. Os resultados mostraram que a pressao de 5 bar de oxigénio e o uso de HNO3 2
mol L foram suficientes para a decomposi¢do completa da amostra (RCC inferior a
15%). Adicionalmente, também foi feito um experimento sem a presenca de oxigénio e,
também, na presenca de 20 bar de argbnio. Foi observado pelos autores que a
decomposicdo na auséncia de oxigénio ou com 20 bar de argbnio, os digeridos
apresentaram residuos solidos em suspensdo e coloracdo fortemente amarelada,
evidenciando a necessidade do Oz para o processo de regeneracdo do HNOs. Nas
condi¢des ideais informadas pelos autores (HNOsz 2 mol L e 5 bar de oxigénio)®°, foi
possivel decompor até 500 mg de amostra, com RCC inferior a 14%. A exatiddo foi

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.

1 Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.

3% Bizzi et al., Talanta, 2011, 83,1324-1328.
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avaliada aplicando o método proposto em CRMs e os resultados apresentaram
concordancia com os valores certificados entre 96 e 105%.1°

Em outro trabalho desenvolvido por Bizzi et al.,*® foram decompostas amostras
de plantas utilizando o método MAD-O2. Foram avaliadas concentracdes de HNO3 de 2
a 14 mol L' e pressdes de oxigénio entre 5 e 20 bar para a decomposicdo das
amostras e subsequente determinacdo de Al, Ca, Fe, K, Mg e Na por ICP OES. Os
autores observaram que utilizando uma solugdo de HNOs 3 mol L e pressdo de
oxigénio de 5 bar, foi possivel decompor eficientemente 500 mg de amostra. Os
digeridos finais apresentaram um teor de acido residual inferior a 8% e RCC inferior a
5%.3°

O método MAD-O2 também foi aplicado para a decomposicao de amostras de
leite em pd, utilizando HNOz 2 mol L e pressdo de 7,5 bar de oxigénio para a
subsequente determinacdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn por ICP OES. A
concentracdo de Hg também foi determinada, porém foi empregada a espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado com geracdo quimica de vapor (CVG-
ICP-MS).%° Nestas condicdes, foi possivel decompor até 500 mg de amostra, com RCC
inferior a 10%. A exatiddo do método foi avaliada através do uso de CRMs, onde foram

obtidas concordancias entre 95 e 104% com os valores certificados.*°

2.3.3. Decomposicéo assistida por micro-ondas e radiagao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) constitui a porcdo do espectro eletromagnético
situada entre a regido do visivel e raios-X, com comprimentos de onda (A) entre 40 e
400 nm. Esta radiacdo contém energia suficiente para promover transicdes eletrdnicas
nas ligacbes quimicas de varios compostos, em especial moléculas organicas. A
primeira etapa que ocorre nas reacfes que empregam radiacdo UV (também
chamadas reacdes fotoquimicas) é a absorcdo de energia, ocasionando a formacao de
espécies excitadas que, em sua maioria sdo0 muito instaveis, as quais evoluem por
meio de processos ndo fotoquimicos (secundarios), podendo dar origem a rearranjos

internos, ionizag&o, ou ainda, na quebra de ligagdes quimicas.'? A cisdo homolitica de

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.

15 Bjzzi et al, Anal. Methods, 2010, 2, 734-738.

% Bizzi et al., Talanta, 2011, 83,1324-1328.

40 Bizzi et al., Spectrochim. Acta Part B, 2011, 66, 394-398.
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ligacbes quimicas resulta em moléculas dotadas de elétrons desemparelhados,
gerando radicais livres, 0s quais geram espécies extremamente reativas, com
caracteristicas oxidantes.*?

Em solucdo aquosa, este processo pode envolver a formacdo de agentes
oxidantes intermediarios, como o O3z e H202. No entanto, de um modo geral, o radical
hidroxila (*OH) pode ser considerado uma das principais espécies oxidantes presentes
no meio reacional. Além disso, a geracdo de radicais livres pode ser potencializada
com a utilizacdo de agentes auxiliares, como H202, NO2, NOs’, de acordo com as

equactes de 1 a 7.124143

H202 + hv — 20H* Eq. 1
O2 + hv — 20- Eq. 2
O+ 02+ hv— 03 Eqg. 3
O3 + H20 + hv — H202 + O2 Eqg. 4
H202 + hv — 20H* Eq.5
NO2 + H20 + hv — NO + OH + OH-* Eq. 6
NOs3z + H20 + hv — NO2+ OH + OH-* Eq. 7

A formacao de radicais livres e a sucessiva clivagem dos compostos organicos
de alta massa molecular é o ponto chave do preparo de amostra com emprego da
radiacdo UV, pois resulta em eficiente decomposicao ou, pelo menos, na fragmentacao
de estruturas organicas complexas que poderiam interferir na etapa de quantificac&o.*?

A decomposigcdo empregando a radiacdo UV tem sido utilizada para amostras
liguidas, como aguas naturais, efluentes de sistemas de tratamento de esgoto
doméstico e industriais, fluidos biolégicos, bebidas e extratos de solos.*? Sua utilizacdo
tem ganhado destague com o aprimoramento das técnicas eletroquimicas, as quais
requerem o uso de solu¢des com baixo teor de matéria organica dissolvida.* Por isso,

a oxidacdo completa dos constituintes da matriz, principalmente em amostras

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.%*° Bizzi et al, Talanta, 2011, 83,1324-1328.

1 Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.

4 De Laat et al., Chemosphere, 1999, 39, 15, 2693.

42 Golimowski, J.; Golimowska, K., Anal. Chim. Acta, 1996, 325, 111-133.

4 Cavicchioli, A.; Gutz, I. G. R., Quim. Nova., 2003, 26, 913-921.
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biologicas, € de extrema importancia para obter resultados com exatiddo e precisao
satisfatorios.

Com a aplicagdo simultanea da radiagdo micro-ondas e UV, tem-se um
sinergismo entre o efeito térmico e a acdo fotoquimica. Este tipo de sistema apresenta
elevada eficiéncia devido a lampada UV ser ativada pela radiacdo micro-ondas e se
encontrar imersa na solucdo. Este procedimento apresenta algumas desvantagens,
como a nao possibilidade de ativacdo da lampada a baixas temperaturas e o0s
superaquecimentos, podem causar falhas de emissdo de radiacdo micro-ondas,
interrompendo a emiss&o do radiagdo UV.*?

As lampadas UV sédo confeccionadas em quartzo e preenchidas com argbnio e
vapor de Cd a baixa pressdo. Essas lampadas em temperaturas de 250 a 280 °C
atingem as condicdes ideais de pressao de vapor (0,001 a 0,02 Torr) para a geracao de
radiacdo UV na regido entre 200 e 280 nm. A lampada UV é constituida por uma haste
contendo uma lamina de Mo, recoberta em quartzo, que desempenha o papel de
antena que absorve a radiacdo micro-ondas. A oscilagdo do campo eléctrico é
transmitida para o filamento de W, localizado entre a placa de Mo e o bulbo de quartzo,
gue excita os vapores de Cd, emitindo a radiacdo UV no comprimento de onda principal
de 228 nm. 121443

O uso da MAD-UV, de um modo geral, reduz o tempo de preparo da amostra e
os digeridos apresentam baixos valores de RCC. Entretanto, o uso de frascos que
suportam altas pressfes exige precaucdes adicionais de seguranca e fornos de micro-
ondas apropriados, sendo estes itens fundamentais para a seguranca do operador.*?

Em geral, a degradacéo de materiais sélidos com elevado teor de carbono néo é
satisfatoria em procedimentos foto-oxidativos convencionais. Uma alternativa proposta
em 2001 por Florian e Knapp,!* permite que matrizes organicas complexas sejam
eficientemente decompostas com o emprego simultaneo da radiacdo micro-ondas e
UV. Os autores desenvolveram lampadas UV ativadas por radiagdo micro-ondas,
inseridas em frascos de decomposicdo convencionais para a digestdo de leite

desnatado. Os resultados obtidos apresentaram algumas vantagens quando

12 Krug, J. F., Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para
analise elementar, 2010, p. 340.%*° Bizzi et al, Talanta, 2011, 83,1324-1328.

1 Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.

% Gontad et al., Eur. Food Res. Technol. 2008, 227, 1165-1172.

4 Cavicchioli, A.; Gutz, I. G. R., Quim. Nova., 2003, 26, 913-921.
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comparados aos sistemas convencionais de decomposicdo com radiacdo UV, pois foi
observada uma maior eficiéncia de decomposic&o.?® O tempo de preparo das amostras
também foi reduzido em cerca de cinco vezes e os teores de RCC foram da ordem de
50 vezes inferiores empregando o sistema MAD-UV. Mesmo com o uso de pequenos
volumes de agentes oxidantes (HNOs e H202), a concordancia entre os resultados
obtidos e valores certificados para Cd, Cu, Fe e Pb foram entre 96 e 112%. As
determinacdes dos analitos foram feitas por GF AAS e o RCC foi determinado por ICP
OES.*

Recentemente Pereira et al.,** fizeram a decomposicido de amostras de petréleo
bruto para a determinacdo dos elementos da série do lantanideos (Ce, Dy, Er, Eu, Ho,
Gd, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Tb, Tm, Y e Yb) por ICP-MS com nebulizador ultrassénico
(USN). Os autores avaliaram o uso de uma mistura entre HNOs (entre 1 e 14 mol ) e
H202 (entre 1 e 4 mol L™Y). Com o método proposto foi possivel decompor cerca de 500
mg da amostra, utilizando a mistura de 5 mL de HNOz 4 mol L* e 1 mL de H202 4 mol
L. Com estas condi¢cdes foram obtidos valores de RCC inferiores a 13%. Os LOQs
para os elementos avaliados foram consideravelmente baixos, entre 0,3 e 2,0 ng g.
Cabe destacar que a concordancia entre os métodos MAD e MAD-UV foi entre 97 e
108%, empregando USN-ICP-MS para quantificacdo dos analitos. Adicionalmente, foi
feita a determinacdo de La, Sm e Yb por analise por ativacdo neutronica (NAA), e a
concordancia com o método MAD-UV foi entre 84 a 114%.%*

1 Florian, D.; Knapp, G., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.
4 pereira et al, Anal. Chem., 2013, 85, 11034-11040.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacéao

A determinagdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb foi feita em um espectrometro de
absorcdo atomica (Perkin Elmer, modelo AA800, EUA), equipado com sistema de
atomizacdo com forno de grafite, corretor de fundo por efeito Zeeman, amostrador
automético (modelo AS92), com aquecimento transversal do tubo e lampadas de
catodo oco como fonte da radiac&o. As condi¢cfes de operacdo do espectrdmetro estdo

mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigbes de operagdo do equipamento de GF AAS.

Elementos

Parametros
As Cd Cu Cr Pb

Comprimento de onda (nm) 193,7 228,8 324,8 357,9 283,3
Fenda espectral (nm) 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Corrente da lampada (mA) 18 4 15 25 10

Os analitos também foram determinados utilizando um espectrémetro de massa
com plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer SCIEX, modelo ELAN DRC I,
Canada), equipado com nebulizador concéntrico (Meinhard®, tipo A, EUA), camara de
nebulizacdo ciclénica (Glass Expansion, Inc., Australia), tocha de quartzo com tubo
injetor de 2 mm d.i., cone de amostragem e skimmer de platina. O plasma foi gerado a
partir de argdnio de alta pureza (99,998%, White Martins, Brasil). Na Tabela 2, estdo
mostradas as condi¢des de operacao do equipamento de ICP-MS.

A determinacdo do teor de carbono residual (RCC) foi feita empregando um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (PerkinElmer,
modelo Optima 4300 DV, EUA) com vista axial, com uma tocha de quartzo (Glass

Expansion, Inc.) com tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.), camara de nebulizacéo
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ciclonica (Glass Expansion, Inc.) e nebulizador concéntrico (Meinhard®). As condicGes

operacionais para a determinagao de RCC estdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes operacionais dos equipamentos de ICP-MS e ICP OES.

Parametros ICP-MS ICP OES
Poténcia do gerador de radio frequéncia (W) 1300 1500
Vazao do gas principal (L mint) 15 14
Vazao do gas auxiliar (L min 1) 1,2 1,0
Vazao do gas de nebulizagdo (L min ) 1,10 0,70
Lente iOnica auto lens on -

5As, 111 C(d, 83Cu, -

Isétopos monitorados (m/z) 52Cr e 296pp
Comprimento de onda (nm) - C 193,091

As amostras foram digeridas em forno micro-ondas (Anton Paar, modelo
Multiwave 3000®, Austria), equipado com um rotor com capacidade para até 8 frascos
de quartzo, com volume interno de 80 mL e sistema de controle de pressao e
temperatura (pressdo e temperatura maximas de operacdo de 80 bar e 280 °C,
respectivamente). O equipamento dispbe de sensores de temperatura e pressao que
permitem o acompanhamento destes parametros em tempo real e, ainda, permitem o
monitoramento da poténcia irradiada durante a execugéo do programa de aquecimento.
A descontaminacdo dos frascos de quartzo, bem como os suportes de teflon usados
nas decomposi¢cdes com lampadas UV foram feitos com 6 mL de HNO3s concentrado. O
programa de aquecimento do forno micro-ondas para este procedimento consistiu de: i)
1000 W durante 10 min; ii) 0 W durante 20 min (etapa de resfriamento). As lampadas
UV foram descontaminados mergulhando em HNOs 14 mol L™! e aquecendo em placa
de aquecimento por 30 min. Apos, todo o material (frascos de quartzo, lampadas de
radiacdo UV e tampas de Teflon®) foram lavados com agua ultrapura.

A secagem das amostras foi feita em estufa ou por liofilizagdo empregando um
liofilizador (Liobras, modelo LIOTOP L101, Brasil). Apos a secagem, as amostras foram
cominuidas em moinho criogénico (Spex CertiPrep, modelo 6750, EUA). As pesagens
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foram feitas em uma balanca analitica com resolucdo de 0,0001 g e capacidade
méxima de 210 g (Bioprecisa, modelo FA2104N, Brasil). A lavagem das vidrarias e o
preparo das solucdes foram feitos utilizando agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ
cm), obtida a partir de um sistema de purificacdo (Millipore, modelo Milli-Q Direct-Q
UV3®, EUA).

Os tratamentos estatisticos foram feitos com auxilio do programa InStat, versao
3.0 (Copyright 1992-1998 GraphPad Software Inc., Microsoft Corporation). Para
comparacdo de médias foi usado o teste t-student. Para a comparacdo de duas ou
mais médias, foi usada a analise de variancia (ANOVA), optando-se pelo teste de

multiplas comparacdes de Tukey-Kramer, com um nivel de confianca de 95%.

3.2. Reagentes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura. As solucdes de
referéncia aquosas para determinacdo por GF AAS foram preparadas por diluicdo
adequada de solugdes estoque de 1000 mg L de As, Cd, Cu, Cr e Pb (Merck,
Alemanha) em HNO3s 5% (v/v). Como modificador quimico para as determina¢des por
GF AAS, foi avaliado o uso de uma solugdo de 1000 mg L de Pd (Merck). Para os
métodos de decomposicio, foram utilizados HNOs concentrado (65 %, d = 1,39 g mL?,
Merck) ou diluigbes a partir deste acido e H202 30% (d = 1,11 g mL, Merck).

A calibracdo do instrumento de ICP-MS foi feita empregando solucdes de
referéncia preparadas a partir de solucdo de estoque multielementar contendo 10 mg
L'l (SCP33MS, SPC Science, Canada). A curva de calibracdo para as medi¢cdes por
ICP-MS foi feita com concentracées entre 0,025 e 10 pg L para todos os analitos.

As solucdes de referéncia de carbono usadas para a determinag¢éo do RCC por
ICP OES foram preparadas a partir da dissolucdo de &cido citrico (Merck) em agua,
com contracdo de 10 a 750 mg Lt. Como padréo interno foi utilizada solugbes de itrio
(1 mg L, Spex CertPrep), adicionadas em todos os digeridos, solucées de referéncia e
brancos.

Toda a vidraria e demais materiais de laboratério, foram descontaminados por
imersdo em solucdo de HNOs 10% (v/v) durante 48 h e, posteriormente, lavados com
agua ultrapura. O material volumétrico foi seco a temperatura ambiente, enquanto que

o material ndo volumétrico foi submetido a secagem em estufa a 50 °C.
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Para a pressurizagao dos frascos de quartzo, quando empregada a MAD-Oz, foi
utilizado oxigénio (White Martins) com pureza de 99,999%.

3.3. Amostras
As amostras de crustaceo Sergio mirim (Figura 2) foram coletadas na regido sul

do Rio Grande do Sul, na praia do Cassino, Rio Grande/RS.

Figura 2. Imagem do Sergio mirim.

A coleta das amostras foi feita com auxilio de uma bomba de succéo
confeccionada em PVC, com 10 cm de diametro. As coletas foram feitas em diferentes
pontos da praia do Cassino (Figura 3), nos meses de novembro de 2012 (navio Altair) e
em maio de 2013 (Farol Sarita). ApGs a coleta, as amostras foram transportadas para o
laboratorio (sob refrigeracéo), lavadas com agua com agua ultrapura e conservadas a
-20 °C. Em seguida, as amostras foram classificadas por sexo e idade. Apos a
identificacdo, as amostras foram submetidas a procedimentos de secagem (80 °C em
estufa, por 48 h) ou liofilizacdo (por 24 h) e, em seguida, cominuidas em moinho
criogénico, com 2 ciclos de congelamento e 2 ciclos de moagem.

Para o desenvolvimento e otimizacdo dos métodos de preparo, foram utilizadas
amostras de Sergio mirim inteiro (sem a separagcdo entre casca e tecido), as quais
passaram pelos mesmos processos de secagem e moagem, porém sem distincdo de

sexo e idade.
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Figura 3. Pontos de coleta das amostras de Sergio mirim.

3.4. Decomposicédo das amostras
Foram avaliados trés métodos de preparo de amostras (MAD, MAD-O2 e MAD-
UV) para subsequente determinacao de As, Cd, Cr, Cu e Pb por GF AAS e ICP-MS.

3.4.1. Decomposic¢ao assistida por micro-ondas

O procedimento MAD constituiu no uso das condi¢cdes recomendadas pela
literatura,>®! onde foram pesados, aproximadamente, cerca de 500 mg de amostra, a
qual foi transferida para os frascos de decomposi¢cdo de quartzo. Em seguida, foram
adicionados 6 mL de HNOs 14 mol L™ e os frascos foram submetidos ao programa de

aguecimento, conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Programa de aquecimento para o método MAD.

Etapa Poténcia (W) Permanéncia (min) Rampa (W mint) Exaustdo

1 1000 - 5 Fan 1
2 1000 10 - Fan 1
3 0 20 - Fan 2

5 Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B, 1989, 12, 1209-1220.
6 Lopez et al., Ecotox. Environ. Safe., 2003, 54, 223-228.
1 Nemati et al., J. Hazard. Mater., 2010, 182, 453-459.
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ApGs a decomposicédo, o rotor foi retirado do forno de micro-ondas e introduzido
no interior da capela, onde a pressao dos frascos foi cuidadosamente aliviada. Em
seguida, os digeridos foram aferidos a 30 mL com &gua ultrapura. Por fim, a
concentracdo de As, Cd, Cu, Cr e Pb foi determinada por GF AAS e ICP-MS. O RCC
dos digeridos foi determinado por ICP OES.

3.4.2. Decomposic¢ao assistida por micro-ondas pressurizada com oxigénio

O método de MAD-O2 proposto neste trabalho, consistiu na utilizacdo de um
forno micro-ondas convencionalmente empregado nas decomposi¢cdes por via umida.
Neste caso, o frasco de quartzo foi pressurizado com oxigénio, conforme descrito por
Bizzi, et al.®® Inicialmente, foram pesados cerca de 500 mg de amostra, a qual foi
transferida para os frascos de quartzo juntamente com 6 mL de HNOz 3 mol L. Os
frascos foram fechados e pressurizados com oxigénio (10 bar), através da valvula
originalmente projetada para alivio de pressdo apés a decomposicdo.*®3° O programa
de aquecimento utilizado foi o mesmo do método MAD e esta mostrado na Tabela 3.
ApoOs a decomposicdo, a pressdo nos frascos foi cuidadosamente aliviada e os
digeridos foram aferidos a 30 mL com &gua ultrapura. A concentracdo de As, Cd, Cr,
Cu e Pb nos digeridos foi determinada por ICP-MS e o RCC determinado por ICP
OES.

3.4.3. Digestéao assistida por micro-ondas e radiacao ultravioleta

O método MAD-UV foi desenvolvido com base no trabalho desenvolvido por
Florian e Knapp.!* Desta forma, foram pesados cerca de 500 mg de amostra e
transferidos para frascos de quartzo do forno de micro-ondas. Em seguida, foram
inseridas as lampadas UV nos frascos e adicionados 15 mL de HNOs3 diluido ou mistura
com H202. O volume 15 mL da solucdo para decomposi¢éo foi selecionado de acordo
com recomendacao do fabricante, uma vez que o bulbo da lampada UV deve ficar
totalmente submerso na solucdo. O programa de aquecimento utilizado para o método
MAD-UV esta mostrado na Tabela 4.

1 Florian et al., Anal. Chem., 2001, 73, 1515-1520.
15 Bizzi et al., Anal. Methods, 2010, 2, 734-738.
3 Bjzzi et al., Talanta, 2011, 83,1324-1328.
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Tabela 4. Programa de aquecimento do forno micro-ondas para MAD-UV.

Etapa Poténcia (W) Permanéncia (min) Rampa (W min') Exaustdo

1 400 10 10 Fan 2
2 900 10 10 Fan 2
3 0 20 - Fan 3

Apoés a decomposicao, a pressdo nos frascos foi cuidadosamente aliviada, os
digeridos finais foram aferidos a 35 mL com agua ultrapura. A concentracdo de As, Cd,
Cr, Cu e Pb nos digeridos foi determinada por ICP-MS e o RCC determinado por ICP
OES.

Para o método de MAD-UV, foram avaliadas solucbes de HNOs com
concentracdo de 1, 2, 4 e 7 mol L. Além disso, também foram avaliadas misturas
contendo de HNOs 1 mol L? juntamente com 1, 2 ou 3 mL de H202 (volume total da
solugcéo de decomposicdo sempre mantido em 15 mL).

Na Figura 4, esta mostrado um fluxograma com os métodos de preparo de
amostra avaliados neste trabalho. Durante a otimizacdo dos métodos MAD, MAD-O:2 e
MAD-UV, a determinacdo dos analito foi feita por ICP-MS, com utilizagdo da amostra
de organismo inteiro. ApGs a otimizacdo dos métodos, as amostras foram separadas

por local, sexo e idade, decompostas pelo método MAD e determinadas por GF AAS.

3.5. Determinacéao do teor de carbono residual

Uma das formas de avaliar a eficiéncia de decomposicdo de matrizes contendo
carbono é através da determinacdo do RCC no digerido final. O procedimento de
determinacdo do RCC foi adaptado do trabalho desenvolvido por Flores et al.®
Previamente a determinacdo, foi adicionado o padréo interno as solugdes, as quais
foram purgadas com argénio por 1 min, visando a remocdo do CO:2 dissolvido na
solugcéo para nao obter resultados superestimados e reduzir o desvio padréo relativo
(RSD) nas determinagbes por ICP OES. Apdés a purga, a solugdo foi levada

rapidamente para a determinagéo, de modo a evitar que a solucdo absorva novamente

% Flores et al., Anal. Chem., 2008, 80, 1865-1870.
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0 CO2 do ambiente. O RCC foi expresso em porcentagem de massa de carbono por

massa da amostra.

500 mg de amostra

MAD-UV

MAD MAD-O2
6 mL de HNOs 14 6 mL de HNOz 3 mol
mol L L1+ 10 bar de O,

15mL de (HNOs 1, 2, 4 ou
7 mol L't; HNOs; 1 mol L*?

+1,20u 3mL de H0y)

i) 0 até 1000 W (rampa de 5 min)
i) 1000 W (por 10 min)

iii) O W (20 min - resfriamento)

Programa de aquecimento micro-ondas:

Programa de agquecimento micro-ondas:
i) 400 W (rampa de 10 min, por 10 min)
ii) 900 W (rampa de 10 min, por 10 min)

iii) 0 W (20 min - resfriamento)

GF AAS

ICP-MS

Figura 4. Fluxograma dos métodos avaliados para o preparo das amostras de Sergio mirim
para posterior determinacdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb por ICP-MS e GF AAS

(somente ap6s MAD).

3.6. Otimizacdo do programa de aquecimento do equipamento de GF AAS para
determinacgéo de As, Cd, Cu, Cre Pb

Inicialmente, os tubos de grafite foram condicionados termicamente a 2300 °C.

As leituras foram feitas apds a descontaminacdo dos tubos, aplicando ciclos de

aguecimento consecutivos até que os valores das determinagfes sem adicdo de

qualquer solucdo fossem considerados despreziveis (absorbancia integrada inferior a

0,0002 A-s). As curvas de temperatura de pirdlise e atomizacdo foram otimizadas
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individualmente para cada analito nas solucdes de referéncia e nos digeridos (MAD, ver
item 3.4.1 dos Materiais e Métodos). Também foi feita a avaliacdo do uso de
modificador quimico, pela adicdo de 5 pL de solugdo 1000 mg L de Pd (totalizando 5
pMg) durante a otimizacdo das curvas de pirélise e atomizacdo para solucbes de
referéncia e digeridos. As principais condi¢cdes do programa de aquecimento do tubo de

grafite estdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5. Programa de aquecimento para determinacdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb por GF AAS.

Etapa  Temperatura (°C) Rampa (°C s') Permanéncia (s) Vazédo de Ar (L min 1)

Secagem 110 1 20 0,25
Secagem 130 15 20 0,25
Pirdlise * 10 15 0,25
Atomizagéo * 0 5 -

Limpeza 2500 1 3 0,25

*Os valores estdo mostrados na otimizagéo feita para cada elemento (Tabela 6 - item 4.2.).

3.7. Limite de deteccéo e limite quantificacéo

O LOD é definido como a concentracdo minima do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O LOQ € a concentragcdo minima
gue pode ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis. O LOD e o LOQ foram
determinados como a concentragao equivalente a 3 e 10 vezes o desvio padrao de dez
medicdes do branco, respectivamente.*® Para cada método de preparo de amostra e

técnicas de deteccdo, serdo apresentados os respectivos valores de LOD e LOQ.

3.8. Exatidao e precisao
Exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como

verdadeiro. A precisdo € um termo geral utilizado para avaliar a dispersao de

“ INMETRO, http://www.inmetro.gov.br/sidog/arquivos/cgcre/dog/dog-cgcre-8_03.pdf acessado em: 01 de novembro de
2013.
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resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas.*®

A exatiddo e precisdo das medi¢des por GF AAS, ap6s decomposicdo por MAD
(n = 3), foi avaliada através da analise de CRMs de musculo de peixe (DORM-2) e
tecido de ostra (NIST SRM-1566b). A exatiddo foi avaliada de acordo com a
concordancia entre os valores observados pelas medigcbes empregando MAD e GF
AAS com os valores certificados pelos CRMs. Outra forma utilizada para avaliar a
exatiddo foi a comparacdo dos resultados obtidos pelo diferentes métodos de
decomposicdo com a determinacao pelas técnicas de ICP-MS e GF AAS. A precisao foi

expressa como RSD entre as sucessivas medidas.

4 BRASIL. Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003. Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/iwps/wcm/connect/
4983b0004745975da005f43fbc4c6735/RE_899 2003 acessado em: 01 de novembro de 2013.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Pré-tratamento das amostras

Um ponto importante que foi considerado durante a captura do Sergio Mirim foi a
maré. Devido a dificuldade de coleta em periodos de maré alta (a zona de captura
submersa), todas as coletas foram feitas em periodos de maré baixa. O tamanho dos
organismos (aproximadamente 20 organismos por coleta) variaram entre 33 e 110 mm,
0s quais foram separados em dois grupos, os com tamanho maior que 60 mm (de
maior idade) e os com tamanho menor que 60 mm (de menor idade). As amostras
também foram classificadas por sexo, onde os machos tem caracteristica de possuir
pares de quelas com tamanhos diferentes.

Inicialmente, a secagem das amostras foi feita em estufa a 80 °C durante 48 h.
Depois deste periodo, foi verificado que as amostras apresentaram consisténcia oleosa
devido ao elevado teor de gordura, o que dificultaria uma posterior etapa de moagem.
Entdo, optou-se por utilizar a liofilizacdo. Diferentemente da secagem em estufa, a
liofiizacdo mostrou-se adequada para posterior moagem da amostra, pois nesta

condicao as amostras ndo apresentaram uma camada oleosa na superficie.

4.2. Avaliacdo dos métodos de preparo de amostra

Para a avaliacdo dos métodos de preparo de amostra, 0 método MAD foi
comparado com os métodos MAD-Oz e MAD-UV. Para MAD-UV, foram avaliadas
diferentes concentracées de HNOs (1, 2, 4 e 7 mol L) e a mistura de HNOs 1 mol L*
com 1, 2 e 3 mL de H202. Na Tabela 6 estdo mostrados os valores de concentragdo
dos analitos (As, Cd, Cr, Cu e Pb) e valores de RCC determinados por ICP-MS e ICP
OES, respectivamente. Na Tabela 7, estdo mostrados os valores de LOD e LOQ,
obtidos para a técnica ICP-MS, ap6s decomposi¢cdo por MAD, MAD-O2 e MAD-UV

método.
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Cabe salientar que, durante a discussdo, os métodos de preparo de amostra foram

comparados com MAD, devido a MAD ser o método comumente empregado para

decomposicdo de amostras bioldgicas.6-11:27:30,31,35,38

6 Lopez et al., Ecotox. Environ. Safe., 2003, 54, 223-228.
”Meche et al., Microchem. J., 2010, 94, 171-174.

8 Chakraborty et al., Fresenius J. Anal. Chem., 1996, 355, 43-47.

9 Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.

10 Rodushkin et al., Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 191-200.

11 Nemati et al., J. Hazard. Mater., 2010, 182, 453-459.

27 sardans et al., Spectrochim. Acta Part B, 2010, 65, 97-112.
30 Mesko et al., Microchem. J., 2006, 82, 183-188.

31 Aradjo et al., Spectrochim. Acta Part B, 2002, 57, 2121-2132.
% Ashoka et al., Anal. Chim. Acta., 2009, 653, 191-199.

% Gesto et al., Talanta, 2007, 72, 1178-1185.
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Tabela 6. Concentracdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb obtidos por ICP-MS e valores de RCC (%, m/m). Os resultados estdo expressos em pg gt +

desvio padrao (concordancia com MAD, %), n = 3.

Concentracgéo
Método RCC
As Cd Cr Cu Pb
MAD (HNOs 14 mol L) 10,0+0,1 1,60 + 0,033 5,51 + 0,37 2737 0,562 + 0,026 7,3+0,8
MAD-O; (HNOs 3 mol L) 10,6 + 0,2 (106) 1,67 + 0,05 (106) 4,76 +0,32(87) 280+8(102) 0,570+0,017 (102) 13,1+2,6
MAD-UV (HNOs 1 mol L* + 3mL H,0;) 10,7 +0,3(107) 1,70+0,02 (106) 5,08+0,33(92) 278+5(102) 0,591 +0,021(105) 5,0+0,6
MAD-UV (HNOs 1 mol L + 2 mL H,0;) 10,2 +0,1(102) 1,62 +0,01 (100) 4,70+0,34(85) 267 +0,8(98) 0,556 + 0,005 (100) 5,8+ 0,6
MAD-UV (HNOs 1 mol L + 1 mL H,0,) 10,6 + 0,4 (106) 1,69 + 0,04 (106) 4,49 +0,27 (83) 280+ 3(102) 0,543 + 0,045 (97) 70+04
MAD-UV (HNOs 7 mol L) 10,1 + 0,1 (101) 1,57 +0,05(100) 5,10+0,51(93) 251+4(92) 0,511 + 0,015 (91) 58+0,6
MAD-UV (HNOs 4 mol L) 10,7+ 0,1 (107) 1,72+0,01(106) 6,40+ 0,50 (116) 294 +3(107) 0,639 +0,056 (111) 5,0+0,6
MAD-UV (HNO3 2 mol L?) 11,0+ 0,3(110) 1,77+0,03(112) 6,00+ 0,21 (109) 293 +6(107) 0,579 + 0,044 (104) 85+1,3
MAD-UV (HNOs 1 mol L%) 10,2+ 0,2 (102) 1,56 +0,08(98) 2,61+0,26(53) 237 +50(87) 0,469 + 0,012 (84) 83+14




Tabela 7. Valores de LOD e LOQ para As, Cd, Cr, Cu e Pb determinados por ICP-MS apds diferentes métodos de preparo de amostra (ug g2).

As Cd Cr Cu Pb
Método de preparo

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
MAD (HNOs 14 mol L) 0,021 0,070 0,002 0,007 0,042 0,140 0,150 0,500 0,004 0,013
MAD-O; (HNO3z 3 mol L?) 0,013 0,043 0,002 0,007 0,042 0,140 0,055 0,183 0,002 0,007
MAD-UV (HNO3 1 mol L + 3 mL H.0,) 0,011 0,037 0,001 0,003 0,158 0,527 0,002 0,007 0,002 0,007
MAD-UV (HNO3 1 mol L + 2 mL H.0,) 0,004 0,013 0,001 0,003 0,013 0,043 0,383 1,28 0,002 0,007
MAD-UV (HNO3z 1 mol L + 1 mL H.0,) 0,011 0,037 0,019 0,063 0,011 0,037 0,049 0,163 0,004 0,013
MAD-UV (HNO3 7 mol L?) 0,009 0,030 0,003 0,010 0,096 0,320 0,007 0,023 0,002 0,007
MAD-UV (HNO3 4 mol L?) 0,002 0,007 0,008 0,027 0,056 0,187 0,174 0,580 0,004 0,013
MAD-UV (HNO3 2 mol L) 0,018 0,060 0,001 0,003 0,047 0,157 0,644 2,15 0,002 0,007
MAD-UV (HNO3 1 mol L) 0,022 0,073 0,003 0,010 0,011 0,037 0,049 0,163 0,002 0,007

33
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Como mostrado na Tabela 6, os resultados para MAD e determinacéo por ICP-
MS foram de 10,0 + 0,11 pug g* para As, 1,60 + 0,33 ug g* para Cd, 5,51 + 0,37 ug g*
para Cr, 273 + 7,0 ug g* para Cu e 0,562 + 0,026 ug g* para Pb. De acordo com o
aspecto dos digeridos obtidos apds aplicacacdo do método MAD, os mesmos
apresentaram-se limpidos e com indicios de decomposi¢cdo completa. Durante a
decomposicao, os valores de temperatura e pressdo maximos obtidos foram de 190 °C
e 58 bar, respectivamente. Cabe salientar que, estas condicdes de temperatura e
pressdo estdo abaixo das condi¢cdes de operacdo maximas que o equipamento pode
atingir. O RCC obtido foi de 7,3 £ 0,8% (Tabela 6) apdés decomposicdo por MAD. Os
LODs para a determinacao por ICP —MS apds MAD (Tabela 7) foram de 0,021; 0,002;
0,042; 0,150 e 0,004 ug g* para As, Cd, Cr, Cu e Pb, respectivamente.

Nas determinacdes apos preparo das amostras por MAD-Oz, as concentracdes
dos analito foram de 10,6 + 0,19 ug g* para As, 1,67 £ 0,05 ug g* para Cd, 4,76 + 0,32
ug g para Cr, 280 * 8 ug g* para Cu e 0,570 = 0,017 pg g* para Pb. Embora os
resultados tenham sido bastante concordantes com os obtidos por MAD, os digeridos
apresentaram uma coloracdo fortemente amarelada, evidenciando do ponto de vista
qualitativo, a decomposicdo incompleta da matéria organica. Neste caso, o valor de
RCC (13,1 £ 2,6%) foi aproximadamente 2 vezes maior do que o obtido por MAD. Os
valores de temperatura e pressdo maximas foram de 190 °C e 70 bar, respectivamente.
Conforme mostrado na Tabela 7, os LODs obtidos para MAD-O2 foram de 0,013; 0,002;
0,042; 0,055 e 0,002 ug g* para As, Cd, Cr, Cu e Pb, respectivamente.

Na determinagdo por MAD-UV, a concentracdo foi de 10,6 + 0,4 ug g* para As,
1,69 + 0,04 ug g* para Cd, 4,49 + 0,27 ug g* para Cr, 280 + 3 ug g* para Cu e 0,547 +
,045 para Pb), para a condicdo otimizada (HNOz 1 mol L** com adicdo 1 mL de H20z).
As amostras decompostas por MAD-UV apresentaram, de um modo geral, um aspecto
levemente amarelado e, como esperado, este efeito foi mais pronunciado quando
utilizado somente HNOz 1 mol L. Os valores de RCC para MDA-UV (todas as
condi¢des avaliadas) variaram entre 5,0 e 8,5%. Os valores maximos de temperatura e
presséo foram de 195 °C e 58 bar, respectivamente.

Através dos resultados mostrados na Tabela 6, observa-se que da mesma forma
que foi identificada visualmente menor eficiéncia de decomposicéo para a condicdo de

HNOz 1 mol L, quantitativamente, foi observado um dos maiores valores de RCC (8,3
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+ 1,4%). Esta condi¢do (MAD-UV HNOz 1 mol L) foi a que apresentou os valores mais
baixos de concentracéo para Cr (2,61 + 0,26 ug g?), Cu (237 £ 50 pug g*) e Pb (0,469 +
0,012 pg g?l), isto pode estar relacionado com a disponibilidade dos analitos na
solucéo, devido as condicbes do meio, tais como o pH, uma vez que se utilizou uma
solucdo de HNOs muito diluida. Para MAD-UV, pode-se observar que os LODs (Tabela
7) variaram de 0,002 a 0,022; de 0,001 a 0,019; de 0,011 a 0,158; de 0,002 a 0,644 ug
g' e de 0,002 a 0,004 ug g* para As, Cd, Cr, Cu e Pb, respectivamente. Estes valores
de LOD foram podem ser considerados baixos e adequados para as determinagdes por
ICP-MS.

De um modo geral, as concordancias para As entre os resultados obtidos apdés
MAD-O2 e MAD-UV e o método de referéncia (MAD) foram adequadas. Comparando
os resultados obtidos para As apés MAD-Oz, pode-se observar uma concordancia de
106% em relacédo ao obtido por MAD. Comparados os resultados obtidos apés MAD-
UV com MAD, estes apresentaram concordancia satisfatoria (entre 102 e 106%) para
todas as solucbes avaliadas. Comparando os valores encontrados para MAD-O: e
MAD-UV, nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) quando comparados
com MAD.

Os valores de concentracdo de Cd obtidos por MAD-O2 foram concordantes
(106%) com os obtidos por MAD. A concordancia dos valores obtidos por MAD-UV e
MAD esteve entre 100 a 112% para todas as solucbes avaliadas. Além disso, nédo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores encontrados para os métodos
avaliados. Cabe ressaltar que, mesmo com o uso de HNO3s em baixas concentragdes (1
mol L), foi obtida concordancia de 100% para Cd (Tabela 6), comparando MAD e
MAD-UV. Estes resultados também foram concordantes com o trabalho publicado por
Florian e Knapp,'* no qual foi obtida boa eficiéncia na decomposicdo de amostras
utilizando solugées diluidas de HNOs (0,1 mol L?) e 1 mL de H202, para posterior
determinacdo de Cd.**

O método de MAD-O: apresentou concordancia de 87% para Cr quando
comparado com MAD. A decomposicao utilizando MAD-UV para determinagéo de Cr
em amostras de Sergio mirim mostrou-se eficiente quando foram utilizadas solugdes de
HNOs 2, 4 e 7 mol L, guando comparadas com MAD (concordancia entre 93 e 116%).
Por outro lado, o uso de HNOs 1 mol L ndo foi eficiente, com concordancia de 53%

com MAD. No entanto, utilizando uma solugcdo de HNOz 1 mol L** com adicédo de H202
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(1, 2 ou 3 mL), houve um aumento significativo da concentracéo de Cr, que resultou em
concordancias préximas a 100% em comparacdao com MAD. Além disso, ndo foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) comparando MAD-O2, MAD-UV (em
todas as condicdes, exceto para MAD-UV com HNOz 1 mol L'Y) e MAD. E importante
ressaltar que, a adicdo de apenas 1 mL de H202 a solucdo de HNOs 1 mol L* foi
suficiente para o aumento significativo da concentracdo de Cr. Este fato pode ser
atribuido a formacédo de radicais hidroxila no interior do frasco reacional devido a
presenca de H202, o que pode evitar a formac&o de compostos insoluveis de Cr ou a
adsorcéo no frasco de reagéao.

Empregando a MAD-Oz2, a concordancia dos resultados para Cu com MAD foi de
102%. Observando os valores encontrados para Cu apos MAD-UV, comparados com
agueles encontrados apos MAD, pode-se observar concordancia entre 92 e 107% para
as solugdes de HNOs 2, 4 ou 7 mol L1, assim como para a mistura de HNOz 1 mol L*
com 1, 2 ou 3 mL de H202. No entanto, utilizando uma solucdo de HNOz 1 mol L%, a
concordancia foi de apenas 87%. Em trabalhos descritos na literatura, foi relatada a
determinacdo de Cu em amostras de figado bovino®® e leite em p6*° e determinacéo
por ICP OES, empregando HNOs de 2 mol L!. Nestes casos, foram obtidas
concordancias préximas a 100% com valores certificados dos CRMs analisados.

Da mesma forma que para Cr, para Cu foi observada influéncia na adicdo de
H202 a solucdo de HNOs 1 mol L, aumentando a eficiéncia de decomposicéo, o que
possibilitou a obtencdo de concordancias préximas a 100% com adicdo de apenas 1
mL de H202. Os valores de Cu, apds decomposi¢cdo por MAD-O2 e MAD-UV (para
todas as condicdes avaliadas) ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05), quando
comparados com a MAD.

De acordo com os resultados para Pb, foi observada concordancia de 102%,
comparando MAD-O2 e MAD. Este resultado esta de acordo com os encontrados por
Bizzi et al.,*9, onde foi feita a decomposicdo de leite em pd e subsequente
determinacdo de Pb por ICP OES, utilizando HNOz 2 mol L*.40 Entretanto, pode-se
observar que utilizando o método MAD-UV para digestdo de amostras de Sergio mirim,
com solucdes de HNOs3 2, 4 e 7 mol L, a concordancia foi satisfatéria, quando
comparada a MAD, o qual apresentou concordancias entre 91 e 111%. Entretanto,

3% Bizzi et al, Talanta, 2011, 83,1324-1328.
40 Bizzi et al., Spectrochim. Acta Part B, 2011, 66, 394-398.
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quando foi utilizada uma solugdo de HNOz 1 mol L, a concordancia foi de apenas
84%. Da mesma forma que para Cr e Cu, utilizando a mistura de HNO3z 1 mol L e
H202 (1, 2, ou 3 mL) a concordancia aumentou, onde foram obtidas concordancias
entre 100 e 105%. Também foi possivel observar que para Pb, os métodos de MAD-O2
e MAD-UV (para todas as condi¢cbes avaliadas) ndo mostraram diferenca significativa
(p>0,05), quando comparados com MAD.

Em resumo, exceto para Cr, quando empregada a decomposicédo por MAD-UV
(HNOs 1 mol L), todos os métodos apresentaram boas concordancias em comparacéo
com MAD e determinacdo por ICP-MS. No entanto, devido a indisponibilidade de
instrumentacao neste periodo do trabalho e por ser o método usual de decomposicao
de amostras bioldgicas, optou-se em utilizar a MAD para 0s experimentos posteriores.
Com o objetivo de comparar os resultados obtidos por ICP-MS (ap6s decomposicdo

por MAD), foi utilizada a GF AAS como técnica de comparagao.

4.3. Otimizacao das condi¢cdes para determinacao por GF AAS

O ajuste dos principais parametros do programa de aquecimento do forno de
grafite geralmente é feito através da otimizacdo das temperaturas de pirGlise e
atomizacao. Esta otimizacdo é comumente efetuada nas amostras e nas solucdes de
referéncia, com o objetivo de avaliar o comportamento térmico dos analitos nas duas
situacdes, a fim de atingir uma condicdo de compromisso, onde se obtém maior
intensidade de sinal e menor RSD. Além disso, também pode ser feita a avaliagdo do
uso de modificadores quimicos, com o objetivo de estabilizar termicamente os analitos
ou a matriz. Desta forma, a avaliacdo das temperaturas de pirélise e atomizacao ideais
para quantificacdo dos analito foi feita a fim de obter uma condicéo ideal de operacao
sem perda do analito, com a eliminacdo completa da matriz e, consequentemente, com
baixos sinais de fundo.®® Para isso, foram avaliadas diferentes temperaturas de pirélise
e atomizacao tanto para as solugdes de referéncia, quanto para as amostras, ambos
com e sem o uso de Pd como modificador quimico. Para o estudo da temperatura de
pirélise, foi mantida a temperatura de atomizagdo recomendada pelo fabricante para
cada analito (2000 °C para As, 1500 °C para Cd, 2300 °C para Cr, 1800 °C para Cu e
1600 °C para Pb), enquanto que para o estudo da temperatura de atomizacéo fixou-se

8 Chakraborty et al., Fresenius J. Anal. Chem., 1996, 355, 43-47.
° Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.
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a temperatura de pir6lise otimizada para cada analito. Nas Figuras de 5 a 9 estédo
mostradas as curvas de pirélise e atomizacao para As, Cd, Cr, Cu e Pb.
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Figura 5. Curvas de temperaturas de pirdlise e atomizagdo para As, empregando 20 pL de
solucdo de referéncia de 50 pg L* ou 20 puL de amostra e 5 pug de Pd (quando
necessario). As barras de erro representam o desvio padrado, n = 3.
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Figura 6. Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacdo para Cd, empregando 20 pL de
solucdo de referéncia de 20 pug L* ou 20 yL de amostra e 5 ug de Pd (quando
necessario). As barras de erro representam o desvio padréo, n = 3.
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Figura 7. Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacdo para Cr, empregando 20 uL de
solucéo de referéncia de 50 pug L ou 20 puL de amostra e 5 pg de Pd (quando

necessario). As barras de erro representam o desvio padréo, n = 3.
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Figura 8. Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacao para Cu, empregando 20 uL de
solucdo de referéncia de 50 pug L* ou 20 yL de amostra e 5 ug de Pd (quando

necessario). As barras de erro representam o desvio padréo, n = 3.
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Figura 9. Curvas de temperaturas de pirdlise e atomizagdo para Pb, empregando 20 pL de
solucéo de referéncia de 20 pug L ou 20 yL de amostra com adicédo de 15 pg L* de
Pb e 5 ug de Pd (quando necessério). As barras de erro representam o desvio
padrdo, n = 3.

A partir das curvas de pirélise, foi possivel observar que para o As (Figura 5), a
intensidade de sinal em absorbancia comecou a diminuir a partir de 900 °C para a
solucdo de referéncia, sem o uso de Pd. Ao utilizar Pd, verificou-se uma estabilizagao
térmica do analito, o qual permaneceu com intensidade de sinal constante até 1500 °C,
guando se observou uma diminuicao significativa do mesmo. Contrariamente, para as
amostras, o uso de Pd ndo teve influéncia na estabilizacdo do analito, mas
proporcionou um aumento de aproximadamente 3 vezes em intensidade de sinal.
Comparando as curvas de pirélise utilizando Pd para a amostra e para solucdo de
referéncia, observou-se que 1200 °C foi a condi¢cdo de maior intensidade de sinal para
as duas situacoes. Da mesma forma, na atomizagédo, foi observado o mesmo
comportamento no que diz respeito a intensidade de sinal para a amostra, solucao de
referéncia com e sem o uso de Pd. Comparando as curvas de atomizacdo para a
amostra e solugdo de referéncia com Pd, observou-se que em 1800 °C obteve-se
maior intensidade de sinal para a solugdo. Entretanto, para a amostra, a temperatura

com maior intensidade de sinal foi de 2000 °C. Assim, esta foi a temperatura escolhida,
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pois foi considerada a condicdo de compromisso entre a atomizagdo na amostra e a
solugéo de referéncia.

Conforme mostrado na Figura 6, o uso de Pd para Cd mostrou uma
estabilizacdo térmica do analito até 600 °C para as solucbes de referéncia.
Comparando com a situacdo em que néo foi usado Pd, foi observada uma reducéo na
intensidade do sinal a partir de 300 °C. O mesmo comportamento foi obtido para a
amostra na pirélise, onde a intensidade de sinal comecou a diminuir a partir de 600 °C
utilizando Pd. Sem o uso de Pd, o sinal para amostra comecou a perder em intensidade
a partir de 500 °C. No entanto, a temperatura de 500 °C foi escolhida como a condicao
ideal de pirdlise utilizando Pd, considerando a temperatura com maior intensidade de
sinal para amostra e solucdo de referéncia. Na atomizacédo, quando néo foi utilizado
Pd, foram observados sinais arrastados nas temperaturas de 1300 e 1400 °C para a
amostra e solugéo de referéncia, respectivamente. Por isso, estas temperaturas nao
foram consideradas para a escolha da temperatura de atomizacéo ideal. Dessa forma,
foram comparadas as curvas de atomizacdo para a amostra e solucdo de referéncia
com Pd, e a temperatura de 1500 °C foi escolhida por apresentar a maior intensidade
de sinal. Cabe salientar que, de um modo geral, o uso de Pd juntamente com a
amostra, proporcionou menores sinais de fundo e uma melhora no perfil dos sinais.

Para Cr (Figura 7), foi observada uma pequena diferenca na temperatura de
pirdlise (1500 °C) na qual comecou a ocorrer perda do analito, para a solucdo de
referéncia utilizando Pd, comparado a situacdo em que o mesmo nao foi utilizado (1400
°C). No entanto, para as amostras, 0 comportamento foi similar em ambas as
situacdes. Comparando as curvas de pirdlise para a amostra e para a solucdo de
referéncia com Pd, foi observado um perfil bastante similar para as duas, onde a
temperatura de 1400 °C foi escolhida como ideal por apresentar a maxima intensidade
de sinal em absorbancia para ambos. Na atomizacédo, da mesma forma que para o Cd,
0 uso de Pd também proporcionou uma melhora nos sinais, especialmente em relacao
a reducédo do sinal de fundo. Comparando as curvas de atomizacdo para a amostra e
solucdo de referéncia, a temperatura com méaxima intensidade de sinal observada foi
de 1800 °C para ambas. No entanto, obteve-se um desvio padrdo elevado nesta
condicao e, por isso, 2000 °C foi escolhida como condicdo de compromisso entre as

duas situacdes, utilizando Pd.
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Conforme mostrado na Figura 8, para Cu também foi observada uma
estabilizacdo térmica do analito (até 1200 °C) quando Pd foi utilizado tanto para a
amostra quanto para as solucdes de referéncia. Na auséncia de Pd, pode-se
considerar que a partir de 1100 °C comecou a ocorrer perda do analito para ambas as
situacdes. Comparando as curvas de pirolise para a amostra e para a solucao de
referéncia utilizando Pd, a condicdo que apresentou maxima intensidade de sinal para
ambas as situacdes, foi a temperatura de 800 °C, a qual foi escolhida como
temperatura ideal. Na atomizacdo, comparando as curvas para amostra e solucdo de
referéncia com Pd, observou-se que em 1900 °C foram obtidas as maximas
intensidades de sinal para ambas e, por isso, esta temperatura foi escolhida como ideal
para a atomizacdo de Cu. Cabe ressaltar que, da mesma forma que para Cd e Cr, 0
uso de Pd também proporcionou uma melhora nos sinais de absorbancia e menores
sinais de fundo.

Para Pb, inicialmente foi observado que o sinal de absorbéncia era muito baixo
para as amostras e, por isso, foi feita adicdo de analito apdés a decomposicdo para
atingir a concentracéo final de 15 pg L. Para Pb, ndo foi observado decréscimo na
intensidade do sinal tanto para a amostra quanto para as soluc¢des de referéncia sem o
uso de Pd. Cabe salientar que, foram obtidos elevados valores de RSD para todas as
condicbes de temperatura avaliadas para a solucdo de referéncia sem o uso de
modificador quimico, mostrando que o uso de Pd diminuiu as diferencas entre as
leituras. Além disso, utilizando modificador, foi observado um aumento de sinal (de
aproximadamente 4 vezes) para as amostras. A temperatura de pirélise escolhida foi
de 650 °C, pois apresentou a maior intensidade de sinal para a amostra utilizando Pd.
Para a solucéo de referéncia, o sinal mais intenso foi obtido para a temperatura de 750
°C. No entanto, apés esta temperatura, comecou a ocorrer reducado no sinal do analito
e, considerando que elementos volateis como o Cd e Pb, podem ser perdidos na
pirdlise, 650 °C também foi considerada como condicdo ideal para a solucdo de
referéncia, satisfazendo uma condigdo de compromisso entre as curvas de pirolise na
amostra e nas solucdes de referéncia. Na atomizacdo, comparando as curvas para a
amostra e solugéo de referéncia com Pd, 1600 °C foi escolhida como temperatura de
atomizacdo por ser a temperatura que apresentou maior intensidade de sinal para
amostra. Para a solucéo, isso ndo foi observado, pois a temperatura de atomizacgéo

gue forneceu maior intensidade de sinal foi 1700 °C. No entanto, considerando a
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volatiidade do Pb e, a fim de estabelecer uma condicdo de compromisso entre o
comportamento térmico do Pb na amostra e na solugdo de referéncia, 1600 °C foi
escolhida como temperatura de atomizacao para o Pb, utilizando Pd. Desta forma, um
resumo a respeito das temperaturas de pirélise e atomizacdo otimizadas para cada

elemento esta mostrada na Tabela 8.

Tabela 8. Temperatura de pirélise e atomizacdo (com uso de 5 pg de Pd) selecionadas para a
determinacdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb por GF AAS.

Elemento  Temperatura de pirdlise (°C) Temperatura de atomizacéao (°C)

As 1200 2000
Cd 500 1500
Cr 1400 2000
Cu 800 1900
Pb 650 1600

Apbs a otimizacdo das condi¢cdes de operacdo do instrumento de GF AAS para
todos os analitos, como foi encontrada uma condicdo de compromisso entre as
solucbes de referéncia e amostra, foram construidas curvas de calibracdo com
solucdes de referéncia aquosas preparadas a partir de solu¢des estoque, juntamente
com a adi¢cado de 5 pg Pd. As curvas apresentaram boa linearidade, com valores de
coeficiente de correlacdo (R?) maiores que 0,99. Adicionalmente, na Tabela 9 estdo
mostrados os intervalos de concentracdo para as curvas de calibragcdo para a
determinacdo dos analito por GF AAS, além de seus respectivos valores de R?. As

curvas de calibragédo estdo mostradas na Figura 10.

Tabela 9. Faixa de concentracdo com a faixa linear, coeficientes de correlagdo e massa
caracteristica para As, Cd, Cu, Cr e Pb por GF AAS.

Parametro As Cd Cr Cu Pb

Intervalo de linearidade (ug LY)  30-90 5-25 30-75 15-75 5-30
R? 0,9953 0,9993 0,9957 0,9997 0,9960
Massa caracteristica (pg) 32 2,5 55 142 36
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4.4. Comparacao entre determinacéo por ICP-MS e GF AAS

Na Tabela 10 estdo mostrados os valores de concentragao de As, Cd, Cr, Cu e
Pb na amostra de Sergio mirim inteiro (utilizada na avaliagdo dos métodos de preparo
de amostra) determinados por ICP-MS e GF AAS, apds decomposicao por MAD.

Tabela 10. Comparacédo dos resultados pelas técnicas de ICP-MS e GF AAS na determinacgéo

de As, Cd, Cr, Cu e Pb nas amostras de Sergio mirim apds decomposi¢cao por MAD

(n=23).
Concentracéo (ug g*)
Elemento Concordancia (%)
ICP-MS GF AAS
As 10,6 £+ 0,1 1,51 +0,10 14
Cd 1,60 + 0,03 1,80 + 0,03 112
Cr 5,51 + 0,37 541+0,21 98
Cu 2737 256 +5 94
Pb 0,562 + 0,026 0,609 + 0,012 108

Foi observado boa concordancia entre a concentragdo dos analitos avaliados
neste estudo tanto por ICP-MS quanto por GF AAS, com concordancia variando entre
94 e 112% para Cd, Cr, Cu e Pb. No entanto, para As, os resultados foram diferentes, e
esta diferenca pode ser atribuida ao fato do Sergio mirim ter o seu habitat em regifes
de praia com alto teor de sal, o que possibilita a incorporacao de ions CI. Diversos
trabalhos tém relatado que os ions Cl- geram interferéncia na determinacéo de "°As por
ICP-MS devido a formacdo de ions poliatbmicos no plasma pela combinacdo de
40Ar3SCl*, enriquecendo o sinal do isétopo "°As*.4%%0 Por outro lado, a elevada
concentracdo de carbono também pode contribuir para 0 aumento do sinal de As,
devido a interferéncias por transferéncia de carga.*®

Na Tabela 11, estdo mostrados os valores de LOD e LOQ para As, Cd, Cr, Cu e
Pb por GF AAS.

4 Antes et al., Talanta, 2010, 83, 364-369.
%0 Todoli, J. L.; Mermet, J. M., Spectrochim. Acta Part B., 2006, 61, 239-283.
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Tabela 11. Valores de LOD e LOQ (ug g*?) para As, Cd, Cu, Cr e Pb por GF AAS e ICP-MS

apos MAD.
GF AAS ICP-MS
Elemento

LOD LOQ LOD LOQ
As 0,036 0,120 0,021 0,070
Cd 0,003 0,010 0,002 0,007
Cr 0,049 0,163 0,042 0,140
Cu 0,277 0,923 0,150 0,500
Pb 0,018 0,060 0,004 0,013

Os valores de LOD obtidos para determinacado dos analito por GF AAS, foram de
0,036; 0,003; 0,049; 0,277 e 0,018 ug g* para As, Cd, Cr, Cu e Pb, respectivamente.
De um modo geral, os valores de LOD foram adequados para a faixa de concentragéo
dos analitos nas amostras. Além disso, os LODs obtidos por GF AAS estiveram
praticamente na mesma ordem de grandeza que o0s obtidos por ICP-MS, com a
excecdo do Pb que foi cerca de quatro vezes maior para GF AAS do que para ICP-MS.
Além disso, os valores de LOD obtidos neste estudo estdo em conformidade com os
comumente encontrados na literatura onde foi empregado o método MAD para

biolégicas, seguido da determinacédo dos analitos por GF AAS.8°

4.5. Exatidao e precisao

No presente trabalho, a exatiddo e precisdo do método foram avaliadas
aplicando o método de preparo de amostra MAD na decomposi¢cdo dos CRMs DORM-2
e SRM-1566b, com posterior determinacdo por GF AAS. Para avaliar a exatiddo
também foi feita a comparacdo entre os resultados obtidos por ICP-MS e GF AAS,
conforme mostrado na Tabela 10. A quantificacdo dos analitos nos CRMs foi feita
empregando curva de calibracdo com solugbes de referéncia aquosas. Na Tabela 12
estdo mostrados os resultados para os CRMs e a concordancia com os valores

certificados.

8 Chakraborty et al., Fresenius J. Anal. Chem., 1996, 355, 43-47.
° Cid et al., Food Chem., 2001, 75, 93-100.
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A aplicagdo do método MAD e quantificacdo por GF AAS nos CRMs
apresentaram boa concordancia com os valores certificados para todos os analitos
avaliados, com variacédo entre 94 e 108%. Os valores de RSD para as determinacfes
foram inferiores a 8%, que pode ser considerado bom para determinacfes de analitos

em baixas concentracoes.
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Tabela 12. Determinagdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb nos CRMs por GF AAS, apés decomposicdo por MAD. Resultados expressos em pg gt +

desvio padrao (n = 3).

DORM-2 NIST SRM-1566b
Elemento — : — :
Valor Certificado Valor encontrado Concordancia (%)  Valor Certificado Valor encontrado Concordancia (%)

As 18,0+1,1 17,4+04 97 7,65 + 0,65 7,39+0,14 98
Cd 0,043 £ 0,008 < 0,057 - 2,48 + 0,08 2,47 £ 0,34 99
Cr 34,7+5,5 320+1,2 92 NI < 0,005 -

Cu 2,34 +£0,16 2,54 £ 0,04 108 716+1,6 75977 106
Pb 0,065 + 0,007 0,062 + 0,004 95 0,308 + 0,009 0,307 £ 0,015 100

NI = ndo informado
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4.6. Determinacao de As, Cd, Cr, Cu e Pb por GF AAS nas amostras de Sergio
mirim apés decomposicado por MAD

O método MAD foi aplicado para a decomposicdo de amostras de Sergio mirim
coletadas em dois periodos. Cabe ressaltar que, estes organismos vivem em uma
regido complexa de mistura da agua do mar com elevado teor de salinidade (quando a
maré é alta) com a agua doce que chega as regides de praia, quando a maré esta
baixa. Esta zona complexa de mistura € denominada por estuario subterraneo. Por
isso, considerando a complexidade da regido e a necessidade de entender a dinamica
dos elementos estudados neste trabalho, as amostras foram separadas por sexo e
idade (tamanho), nas quais o método otimizado foi aplicado. Na Tabela 13, estédo
mostradas as concentracfes de As, Cd, Cr, Cu e Pb encontradas nas amostras de

Sergio mirim coletadas na Praia do Cassino.

Tabela 13. Concentracdo de As, Cd, Cr, Cu e Pb (ug g?) determinados por GF AAS apods
decomposicao por MAD (n = 3).

Amostras As Cd Cr Cu Pb

CMNA: 3,70+0,22 0,808 +0,021 7,20+ 0,58 222+8 0,916 + 0,060
CMS: 2,02+0,31 1,13+0,04 2,88+0,01 275+12 0,390 + 0,016
CMS2 2,44 +0,27 0,615+0,101 2,46 +0,15 122+1 0,826 + 0,023
CFNA:1 2,30+0,10 0,633+0,020 1,45+0,08 207+9 0,766 £+ 0,097
CFNA2 1,58+ 0,05 0,675+0,048 0,884 +0,014 213+6 0,377 +0,018
CFS: 2,40+0,20 0,894 +0,020 3,75+0,19 269+3 0,625+0,043
CFS2 1,45+0,03 0,942 +0,018 1,45+0,09 244 +6 0,553 +0,030

CMNA: organismo macho com tamanho menor que 60 mm, coletado no navio Altair; CMS1: organismo
macho com tamanho menor que 60 mm, coletado no Farol Sarita; CMS2: organismo Macho com
tamanho maior que 60 mm, coletado no Farol Sarita; CFNA1: organismo fémea com tamanho menor que
60 mm, coletado no navio Altair; CFNA2: organismo fémea com tamanho maior que 60 mm, coletada no
navio Altair; CFS1: organismo fémea com tamanho menor que 60 mm, coletada no Farol Sarita; CFSa2:
organismo fémea com tamanho maior que 60 mm, coletada no Farol Sarita.

A concentracdo dos analito nos machos com tamanho inferior a 60 mm variaram
entre 2,02 e 3,70 ug g* para As; 0,808 e 1,13 ug g* para Cd; 2,88 e 7,20 ug g* para
Cr; 222 e 275 ug g* para Cu e entre 0,390 e 0,916 ug g* para Pb. As concentracdes
encontradas nas fémeas foram similares as encontrados nos machos, com excecédo de

Cr, onde foi observado um valor elevado para a amostra de macho (CMNA1).
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Por outro lado, a concentragédo dos analito nos machos com tamanho superior a
60 mm foram de 2,44 + 0,27 ug g* para As, 0,615 + 0,101 ug g* para Cd, 2,46 + 0,15
ug g* para Cr, 122 + 1 ug g* para Cu e 0,826 + 0,023 pug g* para Pb. Nas fémeas,
foram encontrados valores de As entre 1,45 e 1,58 ug g?, Cd entre 0,675 e 0,942 ug
gl Crentre 0,884 ug g' e 1,45 ug g2, Cu entre 213 e 244 ug g* e Pb entre 0,377 e
0,553 ug g*. As concentracdes encontradas nos machos sdo um pouco mais elevadas
em relacdo as fémeas para todos analitos, exceto para Cd.

Comparando os valores de concentracdo dos machos com tamanhos diferentes,
coletados no farol Sarita, pode se observar que a concentracdo de Cd e Cu é mais
elevada nos organismos com tamanho menor (CMS1), para As e Cr sao relativamente
similares, enquanto que para Pb foram observadas concentracfes inferiores que nos
organismos com tamanho superior (CMS2). Para as fémeas coletadas no mesmo local
(farol Sarita), a concentracdo de As e Cr foi maior nos organismos de tamanho inferior
a 60 mm (CFS1) do que nos encontrados para 0s organismos com tamanho superior a
60 mm (CFS2). Por outro lado, as concentracdes foram similares para Cd, Cu e Pb. As
fémeas coletadas no navio Altair, tiveram concentracoes de As e Cr maiores em
organismos com tamanho inferior (CFNA1) em relacdo aos de tamanho superior
(CENA2). Para Cd, Cu e Pb, as concentracdes foram similares. De um modo geral, os
organismos juvenis sdo propensos a absorver mais alguns elementos do que os
organismos adultos, devido a sua atividade metabdlica maior no periodo de
crescimento.%152 Cobre foi o Unico elemento essencial estudado, fato que explica sua
elevada concentragcdo em todas as amostras, visto que este elemento desempenha
diversas funcdes biolégicas e é utilizado em grandes quantidades nos crustaceos,
devido a sua grande capacidade de carrear oxigénio nos pigmentos sanguineos do
organismo.1%°

Na Tabela 14, estd mostrada a concentracdo de elementos em alguns
organismos utilizados como bioindicadores ao longo da regido em estudo. Através de
um comparativo entre os elementos acumulados nestes organismos e no Sergio mirim,
é possivel inferir sobre a qualidade dos recursos hidricos. Embora ocorra distingdo nos

habitos alimentares e locais de ocorréncia entre 0s organismos, algumas

1 Firat et al., Environ. Monit. Assess., 2008, 147, 117-123.
1 Riget et al., Mar. Poll. Bull., 1996, 32, 745-751.

52 Phillips, D. J. H., Mar. Biol., 1976, 38, 59-609.

% Phillips, D. J. H., Environ. Poll., 1977, 13, 281-317.
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caracteristicas se destacam entre ambos. O Sergio mirim, por apresentar uma baixa
mobilidade, se assemelha a condi¢do de organismos fixos como o mexilhdo e a craca.
Por outro lado, o camarédo, apesar de ser movel, é o crustaceo que apresenta mais
semelhanga com o Sergio mirim em relagdo ao modo de alimentag&o.

De acordo com estudos realizados em 2011 por Pereira et al.,® os autores
avaliaram o teor de metais em mexilhdo provenientes de uma regido proxima a Praia
de Cassino (Tabela 14). Nesse trabalho, foram encontradas concentracbes de
elementos similares aos encontrados no Sergio mirim. Outros autores também
determinaram alguns elementos em camardo,®’®® cracas®®> e mexilhdo%*¢°
provenientes da Lagoa dos Patos (proxima a regido em estudo), nos quais 0s niveis
dos elementos encontram-se na mesma ordem que 0S encontrados no presente
trabalho, com a excecdo de Cu.>%? No caso do Sergio mirim, foram encontradas
concentracdes de Cu de, aproximadamente, 10 a 20 vezes maiores que no mexilhdo e
na craca. Este fato pode estar relacionado ao modo de alimentacdo e habitat
diferentes.

Cabe salientar que, ndo foram encontrados estudos feitos para o Sergio mirim e
que este € um trabalho inicial, onde ndo sera possivel ter uma avaliagdo de qualquer
tipo de impacto ambiental. Contudo, os resultados mostrados neste trabalho marcam o
inicio para estudos que servirdo de suporte para futuros trabalhos. Ademais, a
concentracéo de elementos no Sergio mirim coincide com o encontrado para os demais
organismos (background regional). Como este organismo ocorrer ao longo de toda a
extensdo de praia durante o ano todo, recomenda-se 0 seu uso como bioindicador,
uma vez que os demais organismos comumente utilizados ocorrem somente em locais

ou em periodos especificos, o que dificulta sua captura.

1 Riget et al., Mar. Poll. Bull., 1996, 32, 745-751.

%2 phillips, D. J. H., Mar. Biol., 1976, 38, 59-69.

% pereira et al., J. Braz. Chem. Soc., 2012, 23, 846-853.

5 Garcia, J. G.; Niencheski, L. F. H., Trop. Oceanogr. online, 2012, 40, 227-239.

%8 Garcia, J. G., Dissertagdo de Mestrado, Programa de P6s-graduagdo em Oceanografia Bioldgica, Fundagdo Universidade
Federal de Rio Grande, 2011.

9 Baraj et al., Water, Air and Soil Pollution, 2003, 145, 205-214.

8 Corradi, C. E., Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pds-graduacdo em Oceanografia Bioldgica, Fundagio
Universidade Federal de Rio Grande, 2002.



Tabela 14. Concentracdo elementar (g g*) em organismos coletados na Lagoa dos Patos.
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Elementos .
Organismo Referéncia
As Cd Cr Cu Pb
Mexilh&o dourado (limnoperna fortunei) 0,64+0,08 0,18+0,11 1,22+0,09 100+0,1 0,39%0,06 54
Camardao-rosa (farfantepenaeus paulensis) 0,04-6,85 0,19-0,30 0,07 -0,54 10,6 - 80 0,02 -1,88 55
Craca (Balanus improvisus) - 1,27* - 10,4* - 56
Mexilhdo (perna perna) - 0,086 - 1,0 0,53-296 3,77-20,6 0,35-1,23 57

* valores informados sem desvio padrao.



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, os métodos de decomposi¢cdo por micro-
ondas em sistemas fechado, foram eficientes para a decomposicdo de amostras de
Sergio mirim e posterior determinacdo de As, Cd, Cu, Cr e Pb pelas técnicas de ICP-
MS e GF AAS.

A exatiddo da técnica GF AAS na determinacdo de As, Cd, Cu, Cr e Pb, ap0s
decomposicdo das amostras Sergio mirim por MAD, foi avaliada com o uso dos CRMs
DORM-2 e SRM-1566b, onde as concordancias com os valores certificados variaram
entre 92 e 106%, com RSDs inferiores a 8%. Além disso, a concordancia entre os
resultados obtidos por GF AAS e ICP-MS também foram satisfatérias (94 a 110%),
exceto para As, devido a possivel presenca ions CI- e/ou carbono residual que geram
interferéncia espectral, enriquecendo o sinal do isétopo "°As no ICP-MS. Cabe destacar
gue os valores de LOD foram adequados tanto para as determinacfes por ICP-MS
quanto para GF AAS.

Os métodos MAD-O2 e MAD-UV (em todas condi¢fes avaliadas), apresentaram
boas concordancias quando comparados com MAD para todos os analitos avaliados.
Cabe destacar que ndo foram obtidos resultados satisfatorios empregando MAD-UV
(HNOs 1 mol L) para posterior determinagdo de Cr, porém com a adicdo de 1 mL de
H202 foi possivel melhorar significativamente a concentracdo Cr e obter boas
concordancias.

Entre os métodos avaliados, MAD-O: apresentou menor eficiéncia na
decomposicdo da matéria organica (RCC = 13%) em relacdo a MAD e MAD-UV (RCC
inferior a 9% para os dois métodos). E importante ressalta que para MAD-O2 ndo foram
otimizadas as principais condicbes do método, tais como concentracdo de HNOs e
presséo de Oz, fato que poderia favorecer na reducéo dos valores de RCC.

Os métodos MAD-O2 e MAD-UV apresentaram vantagens em relacdo a MAD,
principalmente pela possibilidade de utilizacdo de acidos diluidos (HNOz 3 mol L e
HNOz 1 mol L'* + 1 mL H202, respectivamente) na decomposicéo, gerando deste modo

menores quantidades de residuos e sem comprometer a qualidade dos resultados.
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