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RESUMO

Palavra-chave: Metais, agua, sedimento, peixe, ICP OES, GF AAS, otimizacao

multivariada, solubilizagao alcalina

Neste estudo foram desenvolvidas metodologias para determinagdo de metais em
aguas empregando ICP OES (Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado) e em sedimentos e peixes empregando GF AAS
(Espectrometria de Absorgdo Atdbmica com Forno de Grafite). Por ICP OES
determinou-se simultaneamente: Ag, Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li,
Mg, Mn, Na, Ni, Pb, V e Zn em agua tratada e agua de manancial. Empregou-se
Planejamento Fatorial Completo para obter a condi¢ao robusta de trabalho do ICP
OES. As metodologias para determinagdo de metais em sedimentos e peixes
foram desenvolvidas empregando-se modificador permanente para GF AAS. Para
sedimentos, a otimizagao foi feita através de curvas de pirdlise e atomizagao e
para peixes a otimizagcao foi feita por Planejamento Fatorial e Planejamento
Composto Central (CCD). Determinou-se Cu, Mn, Ni, Sn e Zn em sedimentos na
forma de suspensédo. A suspenséao foi preparada com a amostra seca, triturada e
homogeneizada (garantindo tamanho de particulas < 65 um) e uma mistura de
H202 3% viv e HNO3; 5% v/v. A suspensao foi mantida homogénea por meio do
fluxo de ar criado por uma bomba de aquario. Os desvios padrdes relativos
percentuais na determinacdo de metais na suspensao de sedimentos foram
sempre menores que 10%. Determinou-se Cd, Mn, Ni, Pb e Zn em peixes apds
solubilizagdo com hidréxido de tetrametii aménio (TMAH) e Universol®. As
solugbes dos reagentes foram adicionadas sobre as amostras de peixes e
mantidas em banho-maria a 60° C por 30 minutos. O processo de solubilizagéo da
amostra de peixe com o reagente Universol® foi completado antes do TMAH.
Nenhuma das metodologias, seja por ICP OES ou GF AAS, apresentou efeito de
matriz, possibilitando o uso de calibracdo aquosa, excecao feita a determinacao

de Fe em agua de manancial e Mn em peixes. Os valores dos coeficientes de



correlacao das curvas de calibracdo foram sempre maiores que 0,99 atestando a
boa linearidade das metodologias. Os estudos de exatiddo foram feitos com
material de referéncia certificado ou amostras artificialmente contaminadas. Os
valores de recuperacao ficaram entre 80 e 120% para as amostras artificialmente
contaminadas de agua. Para a amostra de sedimentos NRCC PACS-2, o
resultado encontrado e certificado para Sn, foram iguais a 19,1 + 2,8 e 19,8 £ 2,5
ug kg™', respectivamente. Para a avaliar a exatiddo da metodologia para
determinacdo de metais em peixes, utilizou-se a amostra NRCC TORT-2; o
resultado encontrado e certificado para Cd, foram iguais a 21,5 + 0,8 e 26,7 + 0,6
ug kg™, respectivamente. Os limites de quantificacdo (LOQ) alcancados foram
adequados as exigéncias da legislagdo brasileira. Para o Cu em sedimentos
conseguiu-se o valor de LOQ igual a 20,5 pg kg™ e o valor maximo permitido da
legislacdo igual a 400 ug kg™' . Para o Cd em peixes, o valor de LOQ foi igual a

52,1 ug kg™ e o valor maximo permitido da legislagdo igual a 1000 ug kg™".



ABSTRACT

Keywords: Metals, water, sediment, fish, ICP OES, GF AAS, multivariate

optimization, alkaline solubilization

In this study methodologies were developed to determine metals in water
employing ICP OES ICP OES (Optical Emission Spectrometry with Inductively
Coupled Plasma) and in sediment and fish employing GF AAS (Atomic Absorption
Spectrometry with Graphite Furnace). By ICP OES were determined
simultaneously: Ag, Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni,
Pb, V and Zn in tap water and spring water. Factorial design was employed to get
the full robust working condition of ICP OES. Methodologies for determination of
metals in sediment and fish were developed employing permanent modifier for GF
AAS. For sediments, the optimization was done by pyrolysis and atomization
curves and for fish the optimization was done by factorial design and central
composite design (CCD). It was determined Cu, Mn, Ni, Sn and Zn in sediments in
slurry. The slurry was prepared using a dry sample, crushed and homogenized
(ensuring particle size < 65 ym) and a mixture of H,O, 3% v /v HNO3 5% v/ v. The
slurry was kept homogeneous by means of air flow created by an aquarium pump.
The percentage relative standard deviations in the determination of metals in
slurries of sediments were always lower than 10%. It was determined Cd, Mn, Ni,
Pb and Zn in fish after solubilization with tetra methyl ammonium hydroxide
(TMAH) and Universol®. The solutions of reagents were added on the samples of
fish and kept in a water bath at 60 °C for 30 minutes. The solubilization of the
sample of fish with the reagent Universol® was completed before TMAH. None of
the methods, either by ICP OES and GF AAS, presented matrix effect, enabling
the use of aqueous calibration, except for the determination of Fe in spring water
and Mn in fish. The values of correlation coefficients of calibration curves were
always greater than 0.99 showing good linearity of the methodologies. Studies of
accuracy were made with certified reference materials or spiked samples. The

recoveries were between 80 and 120% for spiked samples of water. To sample the
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sediment NRCC PACS-2, the result and certificate for Sn, were equal to 19.1 £+ 2.8
and 19.8 + 2.5 mg kg™, respectively. To assess the accuracy of the methodology
for determination of metals in fish, we used the NRCC TORT-2 sample, the results
found and certified for Cd, were equal to 21.5 + 0.8 and 26.7 + 0.6 mg kg™,
respectively. The limits of quantification (LOQ) obtained were adequate to the
requirements of Brazilian legislation. For Cu in sediments could be the value of
LOQ equal to 20.5 mg kg-1 and the maximum amount permitted by legislation
equal to 400 mg kg™'. For Cd in fish, the value of LOQ was equal to 52.1 mg kg™

and the maximum allowed value of legislation equal to 1000 mg kg™.
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1. Introducéo

Os metais se distribuem em todos os compartimentos da superficie
terrestre. A atmosfera, a hidrosfera, os solos, a biosfera, os materiais artificiais
criados pelo homem, em maior ou menor extensao, possuem metais em diferentes
formas e associacfes (Azevedo, 2003). Os metais estdo biodisponiveis em larga
escala para o0 organismo humano, e esta biodisponibilidade pode ser
potencializada devido as transformacdes realizadas pelo homem sobre o ambiente
em que vive.

Para tentar evitar que a exposicdo aos metais exceda o0s limites
considerados seguros a saude da populacdo, a legislacdo do Brasil estabelece
limites méaximos permissiveis destes constituintes inorganicos em solos,
sedimentos, alimentos, corpos d'dgua e agua potavel. A portaria n° 518 do
Ministério da Saude (MS) estabelece concentracdes maximas de metais em agua
potavel, e define valores de referéncia para outros constituintes organicos e
inorganicos (Brasil, Portaria n° 518, 2004). A resolucdo 357 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) classifica os corpos d’agua e estabelece o padréo
de lancamento de efluentes (Brasil, Resolugdo n° 357, 2005). O CONAMA
estabelece, também, os procedimentos para avaliacdo de sedimentos a serem
dragados (Brasil, Resolucdo n° 344, 2005). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) publicou uma portaria que define as concentragbes maximas
permitidas para contaminantes quimicos em alimentos (Brasil, Portaria n° 685,
1998).

Considerando-se os aspectos listados acima, faz-se justificavel a realizacéo
de estudos, como descrito neste trabalho, que tém como objetivo o
desenvolvimento de metodologias para quantificar os metais em baixas
concentracbes em agua, peixes e sedimentos. Os resultados do trabalho podem
contribuir para realizar algum tipo de monitoramento sobre areas que sofrem

impacto antropogénicos.
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2. Revisdo Bibliografica
2.1 Agua

A presenca de metais em corpos dagua pode ser influenciada,
principalmente, pelas atividades antropogénicas, como despejos de efluentes, e
pelos processos naturais, como o intemperismo das rochas e a erosao dos solos.
A forma como estes elementos se apresentam na agua é influenciada por diversos
fatores: solubilidade, pH, potencial redox, presenca de materiais particulados,
dentre outros. Os metais podem estar presentes na agua em suas formas
catidnicas livres ou complexados a matéria organica ou a outros ligantes (Esteves,
1988). Uma fracdo importante destes metais pode estar associada ao material
particulado (Stumm, 1985).

Os metais podem representar riscos para a populagao que utiliza a agua
contaminada e causar prejuizos para a fauna e flora aquaticas (Azevedo, 2003).
Varios exemplos s&o encontrados na literatura de estudos em regides impactadas
pela presenga de metais em concentragdes acima do nivel considerado como
toleravel. Habitualmente, esses locais se caracterizam pelo alto grau de
urbanizagdo. Em uma pesquisa sobre a presenga de elementos traco em
amostras de agua de dois rios de uma regido estuarina da provincia de Huelva, na
Espanha, encontrou-se concentracbes de Cu e Zn maiores que os limites
recomendados pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) (Vicente-Martorell,
2009). Um estudo conduzido nas aguas do Lago Pulicat, localizado em uma regiao
industrial da india, encontrou concentracdes de Cd, Cr e Pb iguais a 0,07; 11,4 e
3,3 ng L', respectivamente. Os analitos presentes nas amostras foram
concentrados por procedimentos de extracido liquido-liquido e posteriormente
determinados por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Chama (FAAS)
(Kamala-Kannan, 2008). No Brasil, varios estudos sao realizados com o objetivo
de quantificar a concentracdo de metais em diversos ambientes. As aguas da
Lagoa da Pampulha, em Belo Horizonte, foram avaliadas em algumas dessas

pesquisas. As concentracoes de Cd, Cr e Pb foram menores que os valores
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maximos recomendadas para agua Classe |, de acordo com a classificagdo da
Resolucao 357 do CONAMA. No entanto a concentragdo de Mn foi maior que o
limite maximo estabelecido para essa mesma classe (Pereira, 2004). Outro
trabalho investigou a influéncia de fatores antropogénicos na qualidade da agua
do reservatorio da Pampulha. Os resultados enfatizaram a forte eutrofizacado e
degradacao do reservatério com contaminagao por metais como Cr, Cu, Ni e Zn
(Friese, 2010).

A necessidade de esforgos nas pesquisas em Quimica Analitica para o
desenvolvimento de metodologias adequadas ao monitoramento de metais em
concentragdes traco no ambiente, € exemplificada pelas propostas encontradas na
literatura. Ha trabalhos que utilizam procedimentos de pré-concentragdo para
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES). Faraji e colaboradores utilizaram nanoparticulas de Fe3O4 cobertas com
acido decandico como adsorvente para extragao em fase soélida de Cd, Co, Cr, Ni,

Pb a Zn em amostras de aguas naturais, obtendo limites de quantificagao iguais a
0,3; 0,7; 0,5; 0,6; 0,8 e 0,2 ug L', respectivamente (Faraji, 2010). Outro estudo

descreve a retencao de Zn presente em amostras de agua em uma coluna com
acetato de etil vinila e posterior eluigdo com HCI para determinagao por ICP OES.
O fator de concentragao obtido foi da ordem de 40 vezes, com valor de desvio
padrao relativo em torno de 4% para leituras de seis replicatas (Escudero, 2010).
Silva e colaboradores utilizaram pré-concentracdo com 4-(2-piridilazo)-resorcinol
(PAR) em pH 5 em um procedimento de extragdo por ponto nuvem para
determinacgao de Cu, Zn, Cd e Ni em amostras de agua natural por ICP OES (Silva,
2009).

2.2 Sedimentos

Sedimentos sdo a camada de particulas organicas e inorganicas que se
encontram depositadas na parte mais baixa dos corpos d’agua como rios, lagos e
mares (Baird, 2002). Os sedimentos s&o originados em processos de

intemperismo, da erosao e transporte, e da deposicdo como um agregado solto de
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particulas numa bacia sedimentar (Wincader, 2009). Os sedimentos podem ser
considerados como resultantes da integragcado de todos 0s processos que ocorrem
no ambiente aquatico (Esteves, 1988) e atuam como importantes reservatorios de
metais (Araujo, 2010). As principais fragbes dos sedimentos responsaveis pelo
acumulo de metais sdo as particulas pequenas, silte (0,0039 — 0,0625 mm) e
argila (< 0,0039 mm). A grande area superficial e a elevada capacidade de troca
catibnica explicam a alta capacidade de retencdo dos metais nas particulas
dessas fragdes dos sedimentos. As espécies metalicas que se encontram retidas
nos sedimentos podem ser redisponibilizadas para o corpo d’ agua por diversos
fatores como: alteragcao das condi¢cbes redox e do pH do meio e revolvimento do
material de fundo (efeito mecéanico). O estudo com sedimentos permite obter
informagbes sobre o estoque mobilizavel dos contaminantes, assim como a
exposicao da agua e dos organismos aquaticos (Belo, 2010).

Estas especificidades tém incentivado o uso dos sedimentos em diversas
pesquisas de natureza ambiental. Shutar e colaboradores estudaram a presenca
de metais em sedimentos do Rio Hindon, na india. As classificacdes dos niveis de
contaminagdo utilizadas nesse trabalho foram feitas pelo indice de
geoacumulagéo (lgeo), € indicaram que os sedimentos apresentaram-se
moderadamente poluidos para Cu, Cr e Fe; despoluidos a moderadamente
poluidos para Mn, Pb e Zn e fortemente poluidos para Cd (Shutar, 2009). Vicent-
Martorell e colaboradores determinaram a concentracdo de Cu, Zn, Cd, Pb e As
em amostras de agua e sedimentos de dois rios de regides poluidas na provincia
de Huelva na Espanha. Os resultados desta pesquisa indicaram que as
concentracdes destes cinco analitos excederam aos limites de referéncia em
algumas amostras de agua, e para quase todas as amostras de sedimentos. A
presenca destes metais nos compartimentos estudados foi associada as
atividades de industrias metalurgicas da regiao (Vicent-Martorell, 2009).
Pesquisadores chineses avaliaram a distribuicdo espacial de metais toxicos em
uma importante regido industrial do norte do pais por meio de determinagao de Hg,

As, Cr, Pb, Cu, Zn e Cd em amostras de agua, sedimentos e plantas (Zhang,
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2009). Todos estes estudos encontraram correlagdo entre a concentragdo dos
metais presentes em agua e em sedimentos.

No Brasil, estudos recentes avaliaram a contaminagdo de sedimentos por
Cd, Cu, Ni, Pb e Zn em um afluente do Rio S&o Francisco, impactado pela
exploracédo de zinco. Os resultados encontrados sugerem a necessidade de uma
avaliagao complementar da origem dos metais, tendo em vista que outros fatores,
como o uso de fertilizantes, podem influenciar a presenga de metais em agua e
sedimentos (Saraiva, 2009). A distribuigdo de Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn
nos sedimentos de superficie das praias do Lago de Itaipu foi alvo de estudo. Os
resultados indicaram que as concentracbes de Cu e Pb sdo maiores que as
concentracdes naturais esperadas para estes elementos. A classificacdo utilizada
nessa avaliagdo foi feita com uso de valores de background mundial. Esta
metodologia compara os resultados com a concentragdo média mundial de metais
na crosta terrestre (Belo, 2010). Avaliou-se a concentracdo de Cd, Cr e Pb
presentes em compartimentos da Lagoa da Pampulha. Os analitos foram
determinados por Espectrometria de Absor¢cao Atémica por Forno de Grafite (GF
AAS) e os resultados encontrados sugerem que para Cr e Pb as concentragdes,
segundo a resolugédo 344 do CONAMA, estdo acima do limite em que se prevé um
provavel efeito adverso para a biota (Pereira, 2004). Um estudo da
biodisponibilidade de Al, Ba, Ce, Co, Cr, Fe, K, La, Mn, Na, Rb, Sc e Zn por
ativagdo neutronica em sedimentos da Lagoa da Pampulha constatou que a
presenca de elementos em concentracdo tragco em sedimentos n&o implicaria em
riscos para a populagao que tivesse contato com o material dragado da lagoa. Isto
poderia ser explicado porque as concentragdes encontradas para estes metais
foram semelhantes ou menores que as de outras areas nao impactadas (Sabino,
2004).

2.3 Peixes

O peixe é uma importante fonte de alimentos para as pessoas. No Brasil, o

consumo per capita, em 2006, foi de 7 kg, inferior a média anual de 16 kg por
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habitante. O consumo no Brasil € menor que o valor recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 12 kg por habitante/ano. Uma das
especies mais consumidas no Brasil é a Tilapia (Oreochromis niloticus), originaria
da Africa. A Tilapia € um animal altamente resistente, facilmente adaptavel e de
habitos onivoros. Talvez, em fungao destas caracteristicas tenha sido escolhida
como uma das principais espécies para povoar regides artificialmente inundadas.
A espécie foi introduzida no Brasil no inicio da década de 1970 e, atualmente,
estima-se que a Tilapia seja o segundo peixe cultivado no mundo em criadouros
artificiais (Revista Rural, 2006).

O fato de existir correlacao entre a concentracdo de metais presentes em
sedimentos e agua e os organismos aquaticos, justifica o desenvolvimento de
metodologias para determinagédo destes elementos em peixes, com o objetivo de
se obter informagdes mais completas sobre areas contaminadas (Vicente-
Martorell, 2009). Além disso, ha evidéncias que o consumo de peixes que
apresentam altas concentragcbes Cd e Pb representa fator de risco para as
pessoas (Castro-Gonzales, 2008).

Alguns trabalhos encontrados na literatura exemplificam a aplicagdo de
espectrometria de absor¢cao atdmica para monitoramento de metais em peixes. A
determinacao de As, Ni, Se e V por FAAS, foi realizada apds extracao assistida
por ultra-som. Essa metodologia apresentou-se mais eficiente que a digestéo
acida a quente (Lavilla, 2008). Um trabalho no Lago Vitéria, em Uganda, mostrou
que a Tilapia pode ser usada em estudos de biomonitoramento, devido as
caracteristicas de acumulacdo apresentadas para Cu, Zn, Cr e Mn ao longo de

semanas de acompanhamento (Birungi, 2007).

2.4. Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES)

ICP OES é uma das técnicas mais empregadas no estudo de constituintes
inorganicos presentes em amostras biologicas, ambientais, de alimentos, de
bebidas e outras (Nobrega, 2006).
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O principio da técnica é a medida da radiagao eletromagnética emitida por
atomos excitados em um plasma. Os equipamentos de ICP OES normalmente
utilizam plasma de gas argbnio. O plasma pode ser definido como uma mistura
gasosa com alta concentragéo de ions positivos e negativos. Neste tipo de plasma,
os atomos de argdnio conseguem absorver energia suficiente para manter a
temperatura proxima a 10 000 K (Skoog, 2002). Em aparelhos tipicos de ICP OES
o plasma é formado em uma tocha, que € uma associacdo de trés tubos

concéntricos de quartzo, como mostrada na figura 1.

7 Ir|.
Gés do
nlasma ’

Bobimna de inducaio
de radiofreqgiicncia

Fluxo de argdiiio
tangencial de
suporte do plasina

BAerossol ou vapor
da amostra
=1 Aargsonic

Figura 1. Esquema de montagem da tocha de ICP OES
Fonte: Skoog, 2002, p. 803 (adaptado)

Na seg¢do mais externa, ha um fluxo tangencial de gas argbnio que tem
como finalidade o resfriamento do sistema. Na secao intermediaria, ha um fluxo de
argbnio que tem como objetivo manter a estabilidade do plasma e, finalmente, no
tubo interno, ocorre a introdugao do aerossol da amostra (Giné, 1998).

A figura 2 apresenta as duas configuracdes possiveis para tocha: a radial,
que fornece melhor estabilidade e precisdo e a axial, que € utilizada para obter

limites de detec¢do mais baixos (Skoog, 2002).
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Espectrémetro

B e I ) .
] l ) | —— Espectrometro

(b)

Figura 2. Esquema de montagem da tocha de ICP OES (a) radial (b) axial
Fonte: Skoog, 2002, p. 803 (adaptado)

A configuragdo axial da tocha permite obter melhor sensibilidade, se
comparada a configuragao radial, devido ao caminho 6ptico maior, mas esta mais
susceptivel a interferéncias de origem molecular e de elementos faciimente
ionizaveis (EIE) na regiao final do plasma onde ha maior gradiente de temperatura.
Estas interferéncias podem ser contornadas por diversas estratégias, das quais se
destaca a aplicacao de “shear-gas flow”, que é um fluxo de gas inerte, geralmente
argbnio, perpendicular no final do plasma e, o uso de “end-on gas flow”, que,
assim como o “shear-gas flow”, € uma estratégia para eliminar a extremidade mais
fria do plasma que é a regido onde ocorrem fenbmenos de auto-absorgdo que
podem provocar diminuigdo da faixa linear e da sensibilidade (Brenner, 2000).

As amostras sao introduzidas no plasma como aerossoéis. A amostra
liquida é introduzida pelo nebulizador em uma camara de nebulizagdo, onde se as
gotas menores sao transportadas para a tocha de quartzo por um fluxo de argdnio.
As gotas maiores ndo sao aproveitadas para fins de analise e sdo transportadas
para um dreno de descarte. O nebulizador para ICP OES possui principio de

funcionamento semelhante ao da técnica de FAAS.
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O esquema geral de funcionamento de um equipamento de ICP OES é

apresentado na figura 3.
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Figura 3. Esquema de funcionamento de um equipamento ICP OES
Fonte: Skoog, 2002, p. 705 (adaptado)

A radiacdo emitida pelos atomos excitados na fonte de plasma esta
distribuida por centenas de linhas em diversas regides do espectro. Estas linhas
sao associadas as transicdes eletrénicas caracteristicas dos elementos presentes
no aerossol. O seletor de comprimento de onda separa as linhas de interesse
analitico de cada elemento. A radiagao separada no seletor é convertida em sinal
elétrico no detector. Em seguida, o processador transforma estes sinais elétricos

em sinais analiticos que produzem as informacgdes de interesse.

2.4.1 Otimizacao da condicao robusta: Razdo Mg Il/ Mg |

Um parametro para avaliar a eficiéncia de um aparelho de ICP OES ¢ a
otimizagao da condigéo robusta, que € medida pela razdo Mg II/Mg |. O parametro
baseia-se na medida da intensidade de emiss&o de duas linhas do magnésio: Mg
Il (280,270 nm) / Mg | (285,213 nm) ou Mg iénico /Mg atdbmico. Uma solugdo com
concentracdo igual a 2 mg L' é empregada nas leituras. O equipamento de ICP
OES é otimizado para as condi¢gdes operacionais que produzam o maior valor da

razdao Mg II/Mg |. Esta condigdo otimizada € chamada de condi¢ao robusta, que
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expressa a capacidade de transferéncia de energia do plasma para os atomos
presentes no mesmo. A robustez esta associada, também, ao tempo de residéncia
dos atomos do analito no plasma e a sua resposta as mudancas nas condi¢des de
atomizacdo e excitagdo, bem como as mudangas na composicdo quimica da
solugdo em analise. Convencionou-se como ideal para a razdo Mg Il/ Mg | um
valor maior ou igual a oito. Quando se obtém este valor considera-se que, para
fins praticos, os processos de atomizagdo, excitagdo e ionizacdo foram
completados (Brenner, 2000).

O uso da razdo Mg I/ Mg | na avaliagdo da robustez pode ser explicada
pelo fato das linhas ibnicas serem mais sensiveis as alteragées nas condi¢des de
operacao dos equipamentos. Observando-se a expressao matematica de calculo
da razdo, espera-se que os valores de intensidade de emissdo de Mg |
permanecam constantes para efeitos praticos e as variacbes nas condicbes de
operacgao do equipamento afetem apenas os valores das emissdes de Mg Il

Um dos objetivos de um estudo de otimizagdo das condi¢gbes de operagao
de um ICP OES é o alcance do maior valor numeérico possivel para a razao Mg II/
Mg |, que pode ser conseguido, principalmente, com fluxo de introdugdo da
amostra entre 0,5 — 0,7 L min" e com valores mais altos da poténcia de

radiofrequéncia do plasma (Brenner, 2000).

2.5 Espectrometria de Absorcao Atémica

O principio da técnica é a medida da absorcao de radiagcao especifica por
atomos gasosos no estado fundamental. Neste processo, os atomos sdo levados
ao estado excitado. A frequéncia de radiacdo absorvida (hA) pelo atomo € uma
caracteristica intrinseca do elemento quimico, o que explica a boa seletividade da
técnica. A intensidade da absor¢do de radiacdo é proporcional ao numero de

atomos livres do elemento por unidade de volume (Welz, 1999).

O analito é transformado em atomos gasosos por meio de fontes térmicas
de excitagcdo. As fontes mais utilizadas sdo a chama, (FAAS) e os atomizadores

eletrotérmicos na Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Atomizagao
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Eletrotérmica (ET AAS). A técnica de atomizacgao eletrotérmica mais difundida é a
GF AAS (Welz, 1999). Na técnica de GF AAS, pequenos volumes, entre 10 e 100
ML da amostra s&o inseridos no interior de um tubo de grafite pirolitico. Este tubo
estd em contato com eletrodos de grafite que conduzem corrente elétrica variavel
provocando o aquecimento controlado do tubo. Este aquecimento tem como
fungdes, a evaporagado do solvente usado no preparo da amostra, a pirdlise ou
calcinagdo do material constituinte da matriz e a atomizagao dos atomos do analito
(Campos, 1991). Este aquecimento ¢é feito gradualmente, sendo que a
temperatura € mantida estavel por alguns segundos em diferentes patamares de
temperatura. A relagdo entre tempo e temperatura descreve o programa de

aquecimento de forno de um equipamento de GF AAS.

O vapor atébmico formado é confinado no interior do tubo produzindo uma
alta populacdo de atomos no estado fundamental por unidade de volume. Em
FAAS os atomos permanecem na cela de atomizagao por um tempo menor. Esta
caracteristica confere a GF AAS valores de limite de detecgdo e quantificacdo

menores que os usualmente alcangados em FAAS.

A figura 4 apresenta um esquema de introdugdo de amostra liquida no
interior de um tubo de grafite com plataforma inserida. A plataforma tem como
funcdo a distribuicdo mais homogénea da temperatura no interior do tubo de
grafite, evitando fenbmenos de condensagédo que podem diminuir a sensibilidade
das medidas (Welz, 1999).
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Figura 4 Vista de um tubo com plataforma inserida no momento da

deposicdo de uma solugao sobre a plataforma.
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2.5.1. Modificacédo quimica

Apesar da boa seletividade e da melhor sensibilidade de GF AAS, o uso
desta técnica é limitado por problemas de interferéncia, principalmente de
natureza nao espectral. Esta interferéncia, na fase condensada e na fase de vapor,
tem como efeito principal, a diminuicdo do numero de atomos do analito, o que
compromete a sensibilidade. Dentre as estratégias propostas para contornar os
problemas de interferéncia ndo espectral ha destaque para a utilizacdo da
modificagdo quimica. A modificacdo quimica tem como objetivo principal separar
os atomos do analito dos concomitantes da matriz no momento da medida da
absorgao (Campos, 1991). Os modificadores alcangam este objetivo por dois
mecanismos principais, estabilizando termicamente o analito na fase condensada
enquanto os componentes da matriz sdo destruidos em temperaturas mais altas

com auxilio da agao catalitica do modificador (Welz, 1999).

No inicio do uso, a modificagdo quimica era conhecida como modificagao
de matriz (Tsalev, 2000). Os primeiros registros de investigagao sistematica sobre
modificacdo de matriz sdo atribuidos a Ediger e colaboradores em 1975 (Welz,
1999). O uso da modificagdo quimica nao é restrito a GF AAS, havendo registro
de sua utilizagdo em outras técnicas como Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica
com Geracgédo de Vapor e Atomizagédo Eletrotérmica (VG-ET AAS), Vaporizagao
Eletrotérmica Acoplada a Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado (ETV-ICP-MS) e Geragao de Hidretos com Vaporizagdo Eletrotérmica
Acoplada ao ICP-MS (HG-ETV-ICP-MS) (Tsalev, 2000).

A modificagdo quimica pode ser utilizada de diversas maneiras. No inicio,
era utilizada quase que exclusivamente com a injegdo de uma quantidade de
solugdo modificadora (solugdes de uma mistura de sais puros de Pd e Mg, por
exemplo), junto da amostra a ser analisada na cela de atomizagao. A esta mistura
especifica deu-se o nome de modificador universal (Welz, 1999).

Outra forma de uso dos modificadores quimicos € a modificagao

permanente. Na modificagdo permanente sao adicionados, isoladamente, volumes
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sucessivos da solugdo modificadora no tubo de grafite que é exposto a um
programa de temperatura especifico para obter-se, desta forma, a parede do tubo
ou da plataforma impregnada desta substéancia. A este processo é dado o nome
de tratamento do tubo. Este tratamento permaneceria atuante no interior da cela
por diversos ciclos de atomizagcdo sem perda de sua efetividade, e seria
responsavel pelo aumento da vida util dos tubos de grafite pirolitico. Esta atuagao
prolongada € associada ao tipo de interagdo entre a superficie do atomizador e a
substancia modificada (Volynsky, 1998) ou a massa relativamente alta do
modificador comparativamente ao analito. Na modificacdo permanente utiliza-se
normalmente 500 ug da substancia utilizada no tratamento do tubo de grafite
(Silva, 1999). Apesar de existirem controvérsias quanto a elucidacédo dos
mecanismos de agao dos modificadores permanentes em sua interagcdo com a
matriz, com a superficie atomizadora e o proprio analito, ha uma concordancia
quanto ao efeito positivo da utilizacdo destas substancias em GF AAS (Volynsky,
2000).

A modificacdo permanente mostra-se habil na resolucdo de trés
contrapontos do uso da modificagdo quimica: longo programa do forno, risco de
contaminagao e menor habilidade na destruicido completa de matrizes complexas
(Silva, 2004)

Para que uma substancia seja utilizada como modificador € necessario que
possua algumas caracteristicas:

1 — estabilizar o maior numero de elementos possiveis;

2 — ter atuacao catalitica para maxima destruicdo da matriz na etapa da
pirolise;

3 — ndo ser e ndo conter elementos analisados rotineiramente pela técnica;

4 — nao reduzir o tempo de vida util do tubo de grafite;

5 — contribuir o menos possivel para absorgao e fundo (Welz, 1999).
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2.5.2 Preparo de amostras

A maior parte das metodologias para preparo de amostra, que estao
disponiveis na literatura, emprega acidos inorgéanicos fortes e trabalha em altas
temperaturas. Estes métodos geralmente apresentam alto consumo de reagentes
e sao constituidos de varias etapas. Como conseqiéncias ha riscos de perdas de
analito e contaminagdo das amostras durante o processo de manuseio. Outras
desvantagens sdo o tempo de execugao dos processos de preparo da amostra e a
possibilidade de exposicdo do analista a riscos de natureza ocupacional, além do

elevado volume de residuos gerados no processo (Vandercasteele, 1994).

Estratégias de preparo de amostra como, suspensdes e solubilizagdo em
meio alcalino sdo alternativas para minimizar as dificuldades apresentadas pelos
processos convencionais de abertura de amostras (Cal- Pietro, 2002; Nébrega,
2006).

2.5.2.1 Preparo de suspensfes para Espectrometria de Absorcéao

Atdmica com Forno de Grafite

Suspensdo de particulas insoluveis permite a liberagdo dos analitos
associados a fase sélida. O meio liquido usado no preparo de suspensdes pode
conter tensoativos organicos como o Triton X-100 ou acidos e misturas acidas
(Sardans, 2010).

As suspensoes tém sido utilizadas em trabalhos de determinagao de metais
por GF AAS em diferentes matrizes. Em um trabalho de revisdo, foram
apresentadas diferentes formas de preparo e estabilizacido de suspensdes para
GF AAS. Diversas estratégias sao apresentadas para manter homogeneidade das
suspensdes, como, uso de agentes tensoativos, agitagao ultra-sbénica, agitagcao

mecanica, solventes orgénicos como glicerina, dentre outros (Cal-Pietro, 2002).
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Fernandes e colaboradores compararam diversas estratégias de preparo de
suspensao na determinagcdo de V em amostras de cabelo por GF AAS. As
estratégias investigadas empregaram meio nitrico fracamente concentrado (0,1 %
v/v), Triton X-100 (0,1 % v/v) e aminas terciarias soluveis em agua (CFA-C, pH 8).
Os valores para o desvio padrao relativo foram menores que 8,0% (Fernandes,
2007). Em outro trabalho pesquisadores utilizaram misturas de monoetanolamina
€ acido citrico e de trishidroximetilaminometano e acido citrico na solubilizagédo de
amostras de leite para determinagéo de Ca, K, Mg, Na, P, Ba, Cu, Fe, Mn e Zn por
ICP OES. O objetivo do trabalho foi propor alternativas ao reagente comercial
CFA-C. Os resultados encontrados com material de referéncia certificado de leite
me po integral mostraram que os objetivos do estudo foram alcangados (Santos,
2002). Um estudo avaliou a presenga de contaminantes em rejeitos de eletro
eletrénicos por meio de analise de suspensdo. As pecas de plastico foram
trituradas e pesadas diretamente em um tubo de politetrafuloretiieno (PTFE),
seguida de adicao de dimetilformamida (DMF) e o volume completado com agua
desionizada. Os elementos Cd, Cr, Pb e Sb foram determinados por GF AAS com
uso de modificador quimico universal. Os valores dos desvios padréao relativo

foram menores que 2,5% (Santos, 2010).

2.5.2.2 Solubilizagdo em meio alcalino para Espectrometria de

Absorcao Atémica com Forno de Grafite

A literatura apresenta o preparo de amostras em meio alcalino com diversos
reagentes como, aminas terciarias soluveis em agua, reagentes alcalinos fortes e
o hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) (Nobrega, 2006).

O hidréxido de tetrametilaménio € uma base derivada de um sal quaternario
de ambnia que tem sido utilizada desde a década de 1970, no preparo de
amostras diversas como materiais bioldgicos, ambientais, alimentos e outros. As
vantagens relacionadas ao uso desta base, em relagcdo ao preparo por

aquecimento com solugdes fortemente acidas, sdo: uso de menor volume de
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reagentes (normalmente na faixa do uL), menor tempo de preparo da amostra e

utilizacdo de temperatura ambiente ou aquecimento brando.

A determinagao de Cd, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn em amostras de unha por GF
AAS foi realizada apds a solubilizaggdgo em TMAH. Os resultados deste trabalho
apontam para a possibilidade de se completar o processo de solubilizacdo em
temperatura ambiente (Batista, 2008). Ghisi e colaboradores utilizaram TMAH no
preparo de materiais de referéncia certificados de ostra, musculo bovino e
hepatopancreas de lagosta para determinagdo de Cd, Cu e Zn por FAAS. Os
resultados de exatiddo e precisdo obtidos para as estratégias avaliadas de
introducdo de amostra se mostraram satisfatérias (Ghisi, 2007). Um procedimento
para determinar Hg organico em amostras de peixes € proposto para CV AAS. A
amostra é solubilizada em temperatura ambiente com TMAH e o Hg inorganico é
quantificado. Outra aliquota da amostra é processada com acido em digestao
assistida por microondas e o Hg total é determinado. A diferengca da concentragao
de Hg entre as duas metodologias indica a concentragao de Hg organico presente
(Torres, 2009).

2.5.3 Otimizacdo multivariada

2.5.3.1 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial empregado na otimizagcdo de metodologias
analiticas tem como objetivo definir qual ou quais os fatores sao significativos na
obtengcdo da resposta. Além disso, o planejamento pode indicar possiveis
interagcdes entre os fatores estudados e apontar o nivel estudado mais significativo
de cada fator investigado. Admite-se que estes ensaios seriam suficientes para
uma avaliagdo completa do universo delimitado para o estudo. Este tipo de
avaliacdo é possivel por meio de ensaios realizados com a combinagdo de todos

os fatores e niveis estudados (Barros Neto, 2003). Estas informac¢des sao
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usualmente apresentadas na forma de tabelas e graficos de Pareto que séao

produzidos por programas de computacionais.

2.5.3.2 Planejamento Composto Central

As informacdes obtidas pelo planejamento composto central (CCD) em
trabalhos de otimizagdo de metodologias analiticas sdo de natureza quantitativa.
O planejamento composto central informa qual o nivel critico de um fator
significativo. As respostas obtidas nos ensaios feitos com o CCD séo frutos, assim
como no planejamento fatorial, da combinagdo de fatores e niveis a serem
estudados. Esses fatores e niveis estudados em um CCD podem ser aplicados
apos obtencdo dos resultados de um planejamento fatorial. Planejamentos
compostos centrais permitem fazer interpretagdes graficas da significancia dos

fatores por meio de superficies de resposta (Barros Neto, 2003).

Lobo e colaboradores compararam a otimizagao univariada e multivariada
das condi¢cdes experimentais para determinacédo de Cu, Ni, Pb, e Cd em amostras
de biodiesel por GFAAS. As condicbes avaliadas foram: temperaturas de pirdlise e
atomizagao, tipo de modificador e estratégia empregada no preparo da amostra.
Os pesquisadores concluiram que a otimizagcdo multivariada € uma boa
ferramenta para avaliar as condigdes de analise em GF AAS (Lobo, 2009).
Amorim et al empregaram planejamento fatorial para otimizar as temperaturas de
pirdlise e de atomizacdo e o tipo de modificador na determinagcdo de Al em
amostras de refrigerantes por GF AAS. Os autores concluiram que o uso da
estratégia multivariada foi satisfatorio para se obter as condi¢gbes otimizadas o

programa de forno (Amorim, 2006).
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3. Objetivo geral e justificativa

A determinacdo simultdnea de varios elementos por ICP OES é uma
caracteristica da técnica, que aplicada na determinacao de metais em amostras de
agua tratada e de manancial é importante, porque permite que as empresas que
tratam e distribuem agua para a populacdo realizem o controle de qualidade da
dgua em consonancia com as exigéncias da legislacdo. O uso de otimizagdo
multivariada para estabelecer a condicdo robusta € uma possibilidade de obter
maior eficiéncia do ICP OES na quantificacdo, sem interferéncias, de vinte analitos
em duas matrizes diferentes, agua tratada e de manancial.

A determinagdo de metais em amostras de sedimentos e peixes
normalmente € feita utilizando processos de solubilizacdo de amostras que,
empregam ataque com &cidos inorganicos fortes em temperaturas elevadas. As
metodologias que empregam uso de suspensdes de sedimentos e solubilizacéo
alcalina para peixe, sdo alternativas para a determinacdo de metais por GF AAS
nas duas matrizes.

No presente trabalho sdo propostas metodologias analiticas para
determinacao de prata (Ag), aluminio (Al), boro (B), bario (Ba), berilio (Be), calcio
(Ca), caddmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), potassio (K),
litio (Li), magnésio (Mg), manganés (Mn), sédio (Na), niquel (Ni), chumbo (Pb),
vanadio (V) e zinco (Zn) em amostras de agua por ICP OES; metodologias para
determinacdo de Cu, Mn, Ni, Sn e Zn em amostras de sedimentos por GF AAS e
desenvolvimento de metodologias para determinacdo de Cd, Mn, Pb, Ni e Zn
peixes por GF AAS.

A escolha dos vinte metais a serem determinados em agua se deu pelas
exigéncias da Portaria MS 518 e da Resolucédo 357 do CONAMA, além de atender
a necessidades da COPASA para Ca, Mg e Na. A metodologia desenvolvida sera
empregada no monitoramento da presenca de metais em agua tratada e de
manancial pela legislagdo pertinente.



3. Objetivo geral e justificativa 19

3.1 Objetivos especificos

- Obtencdo das condigcbes de operacdo de um ICP OES utilizando
otimizacdo multivariada para determinacdo de metais em aguas.

- Diminuicdo das interferéncias na determinacdo de metais em
amostras de sedimentos introduzidas na forma de suspensfes no GF AAS,
utilizando a estratégia de modificacdo quimica permanente.

- Utilizacdo da otimizagdo multivariada para determinacdo das
condicOes otimas de andlise no GF AAS, apods solubilizacdo alcalina de
amostras de peixes.

- Determinacdo dos parametros de meérito em todas as metodologias
desenvolvidas.

- Investigacdo do desempenho do reagente alcalino, Universol®, na
solubilizacdo de amostras de peixes para determinacdo de Cd e Ni por GF
AAS.
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4. Parte Experimental

4.1 Amostras

4.1.1 Amostras de 4gua

As amostras de agua de manancial utilizadas na otimizagao e validagao das
metodologias para determinagcdo de metais por ICP OES foram coletadas em
outubro de 2008 no lago artificial Serra Azul. O lago é de propriedade da
Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA) e esta localizado no
municipio de Mateus Leme, Minas Gerais.

As amostras foram coletadas a cerca de 30 cm abaixo da lamina d’agua
utilizando frasco de polietileno previamente descontaminados. Foi adicionado 1
mL de HNO3 65% m/m para cada litro de amostra para manter o pH menor que 2.
As amostras foram estocadas em temperatura ambiente até o momento da
utilizagdo (APHA, 1998).

As amostras de agua tratadas foram coletadas diretamente da torneira do
laboratério do Setor de Aguas Tratadas e Pogos, Setor Fisico-Quimico da Divis&o
de Pesquisa e Qualidade da Agua da COPASA em Belo Horizonte. As amostras
foram coletadas ap6s uma descarga ininterrupta de cerca de 30 segundos. O tipo
de frasco em que se acondicionaram as amostras de agua tratada, bem como o
volume e a concentragao de HNO3; usado no processo de acidificagao, foi igual ao

empregado para as amostras de agua bruta.

4.1.2. Sedimentos

As amostras de sedimentos foram coletadas as margens da Lagoa da
Pampulha, nos meses de margo e abril de 2007. As amostras foram coletadas
proximas a lamina dagua em regido que aparentava ter sido coberta
recentemente por agua. Utilizou-se uma pa de polietileno na coleta e o material foi

acondicionado em potes de polietileno com boca larga e de volume de cerca de
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300 mL. No momento da coleta foi feita a drenagem, por escoamento, do excesso
de agua do sedimento. Os frascos foram fechados e levados ao laboratério. As
amostras foram armazenadas sob refrigeragio a temperatura de cerca - 5 °C até o

momento do preparo.

4.1.3. Peixes

As amostras de peixe (tilapia) foram adquiridas nos meses de margo e abril
de 2008 em mercados regulares do municipio de Contagem, Minas Gerais. As
amostras foram acondicionadas em caixa de polipropileno com gelo em seu
interior e levadas ao laboratério imediatamente. O peixe foi mantido sob
refrigeragéo por cerca de — 5 °C até o momento dos trabalhos de desenvolvimento

de metodologias analiticas para cada metal estudado.

4.2 Preparo das amostras

4.2.1 Amostras de agua

As amostras de agua foram filtradas em membrana de filtro de 45 pm antes

de serem utilizadas.

4.2.2 Amostras de sedimentos

As amostras de sedimentos foram secas a 60 °C por 24 horas. Os materiais
como galhos, pedras, folhas e diversos, foram separadas previamente com auxilio
de uma espatula de plastico. As amostras foram homogeneizadas com a espatula
usada na separacdo das sujidades, trituradas em gral e pistilo e passadas em
peneira com abertura de 65 uym.

Preparou-se a suspenséao pela pesagem de massas variaveis (10 — 100 mg)
do sedimento diretamente no copo do amostrador automatico do espectrometro de

absorcao atdbmica. A massa utilizada foi em funcdo da presenca dos diferentes
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analitos na matriz e, consequentemente, do sinal analitico produzido por cada
constituinte. O preparo de suspensbdes de sedimentos para o manganés, por
exemplo, necessitou de uma massa menor de sedimento, tendo em vista que a
concentracdo alta deste metal na amostra poderia produzir sinal analitico de
intensidade acima do limite de 0,7 s (Lei de Beer).

Adicionaram-se 1,00 mL da solugéo aquosa de diluente (3 %v/v de H,O, e
5 %v/v de HNO3) ao sedimento. E atribuido ao H,O; a fungéo de oxidar a matéria
organica presente na matriz e ao HNO3; a disponibilizagdo do metal adsorvido ou
associado quimicamente a superficie das particulas de sedimento, embora este
acido também possua caracteristicas oxidantes (Cal-Pietro, 2002).

A suspensao formada foi mantida homogénea por meio de fluxo de ar

criado por uma bomba de aquario. As figuras 5 e 6 apresentam o sistema usado

para manter as suspensdes homogéneas no momento da analise.

===

Figura 5. Vista da bomba de aquario com mangueira conectada

diretamente no copo do amostrador automatico
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Figura 6. Suspensdo de sedimento mantido homogéneo durante a coleta

da amostra pelo braco do amostrador automatico

O preparo das suspensdes dos materiais de referéncia certificados, NIST
1944 e 2709 e NRCC PACS-2 e MESS-3, foram feitas da mesma forma que as
amostras de sedimentos da Lagoa da Pampulha.

4.2.3 Amostras de peixes

Foi feito um corte com faca na regiao abdominal do peixe para retirada das
visceras. A pele foi retirada com um corte rente a regido entre a pele e o musculo.
O musculo foi separado da estrutura 6ssea e da cartilagem e lavado com agua
desionizada. Aproveitou-se apenas o musculo do animal, que foi homogeneizado,
guardado em frasco de polietileno previamente descontaminado e em seguida
estocado sob refrigeracdo a cerca de - 5 °C. No momento da analise, uma porgéao
deste peixe foi descongelada a temperatura ambiente. Pesou-se massa de
aproximadamente 0,2000 g diretamente em um frasco de centrifugacéo de 15,0
mL. Adicionou-se 500 pL de TMAH 25 %m/v. Deixou-se esta mistura em banho-
maria, a cerca de 85 °C, entre 30 e 40 minutos até a completa solubilizagdo. Apos
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este tempo, completou-se o volume para 10,0 mL com solugdo de HNO3; 1% v/v
para manter o pH em torno de 8.

O procedimento utilizado para solubilizacdo das amostras de peixes com a
mistura de reagentes Universol® foi semelhante ao processo com TMAH. A massa
de peixe, o volume de reagente, o volume final da solugdo e o tempo de
solubilizacdo foram iguais para os dois reagentes. No entanto, as condi¢cbes de
temperatura do banho-maria para o processo de solubilizagdo com Universol®
foram mais brandas, em torno de 60 °C.

Utilizou-se material de referéncia certificado TORT 2 para avaliagao da
exatiddo. A amostra foi preparada de maneira similar as amostras de peixe, no

entanto, o tempo de solubilizagdo em banho-maria foi de 2 horas.
4.3 Instrumentacao e softwares

4.3.1 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado

A determinagao dos elementos inorganicos em amostras de agua foi feita
em um equipamento de ICP OES da VARIAN, simultdneo, modelo Vista 710-ES
(Mulgrave, Australia). O aparelho possui configuragdo de tocha axial, € equipado
com fonte de radio frequéncia de 40 MHz e fornece poténcias entre 800 e 1500 W.
A parte oOptica do aparelho comporta um dispositivo de carga acoplada como
detector e uma grade Echelle (79 linhas nm™), que cobre a faixa de 167-785 nm.
O equipamento conta com uma camara de nebulizagdo Sturman Master e
nebulizador V-Groove. Também possui um sistema de “end-on gas” (cone frio),
além de um amostrador automatico SPS 3 acoplado. As leituras no equipamento
de ICP OES foram feitas em contagens de emissao por segundo (cps). As
condicdes de operacado do equipamento foram otimizadas e sdo apresentadas na
seccdo 5.1.1. As leituras nesse equipamento foram executadas no Setor de Aguas
Tratadas e Pocos da COPASA. As condicdes operacionais do equipamento sao

apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢cbes operacionais do ICP OES na determinagao de metais

em amostras de agua tratada e de manancial

Poténcia do Plasma (kW)* 1,20 - 1,40
Presséo do gas de nebulizagéo (kPa)* 210 - 230
Velocidade da bomba que introduz a amostra (rpm)* 8-12

Vaz&o do gas do plasma (L min™") 15,0

Vazao de gas auxiliar (L min™) 1,5
Diametro do tubo injetor (mm) 2,0

Interface end-on gas (cone frio)

* Parametros otimizados conforme descrito nas secgao 4.6

4.3.1.1 Linhas analiticas selecionadas

O valor da energia de ionizagao para cada linha analitica selecionada para
os elementos Ag, Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb,
V e Zn determinados por ICP OES sao apresentados na tabela 2.

A escolha destas linhas analiticas levou em conta dois aspectos: a
sensibilidade e a potencialidade de interferéncia espectral de outros elementos

possivelmente presentes em agua.

4.3.2 Espectrometria de Absor¢cdo Atémica com Forno de Grafite

A determinacdo dos constituintes inorgénicos (Cu, Mn, Ni, Sn e Zn) em
sedimentos foi feita em um instrumento de GF AAS GBC Scientific Equipament
Pty Ltd, modelo 906 AA (Victoria, Australia) equipado com um forno de grafite (GF
3000), amostrador automatico (PAL 3000) e com corretor de fundo por lampada de
deutério.

As leituras nesse equipamento foram executadas no Setor de Aguas
Tratadas e Pogos da COPASA. Foram utilizadas lampadas de catodo oco,
fornecidas pela Photron, para todos os elementos. Os tubos de grafite pirolitico

sem plataforma foram fornecidos pela VARIAN.
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Tabela 2. Linhas analiticas utilizadas na determinagdo de metais em agua e

as energias de ionizagao das linhas atdmicas (l) e ibnicas (Il)

Elemento  Comprimento Energia de Elemento Comprimento Energia de

de onda (nm)  ionizagao de onda (nm) ionizagao
(eV)* (eV)*
Ag | 328,068 3,78 Fe ll 238,204 5,2
All 396,152 3,14 Kl 766,491 1,61
Bl 249,772 4,96 Li 670,783 -
Ball 455,403 2,51 Mg Il 279,553 12,1
Be | 234,861 5,28 Mn Il 257,610 4,77
Cal 317,933 7,04 Na | 588,995 -
Cdli 226,502 5,47 Ni 231,604 -
Coll 238,892 5,6 Pb Il 220,353 7,37
Cr 357,868 - Al 309,310 4,33
Cul 327,395 3,78 Zn I 213,857 5,8

*(Brenner, 2000)

A determinacao de Cd, Mn, Pb, Ni e Zn em peixes foi feita em um aparelho
GF AAS da Perkin Elmer (Norwalk, CT, USA) Analyst 400 equipado com um forno
de grafite HGA 900, amostrador automatico AS 800 e um corretor de fundo por
ldmpada de deutério. As leituras nesse equipamento foram executadas no
laboratério 159 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). As lampadas de catodo oco de Mn, Pb, Ni e Zn foram fornecidas
pela Perkin Elmer, assim como a lampada de descarga sem eletrodo de cadmio.
Os tubos de grafite pirolitico com plataforma foram fornecidos pela Perkin Elmer.

O sistema de aquecimento dos tubos, nos dois equipamentos, foi feito de
forma longitudinal.

Todas as medidas feitas nos equipamentos GF AAS localizados na

COPASA e na UFMG foram feitas por integragéo da area do sinal de absorgao.
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4.3.3 Demais equipamentos e aparatos de laboratdério

Todas as medidas de massa foram feitas em uma balanga analitica modelo
Shimadzu AX-200 com resolugdo de 0,0001g e peso maximo de 200g localizada
no laboratoério 159 do Departamento de Quimica da UFMG.

No preparo das amostras de sedimentos foi utilizada uma estufa de
secagem TE-354/1 da Tecnal (Piracicaba, Brasil), com temperatura controlada
manualmente e faixa de trabalho entre 50 e 250 °C e peneiras de malha fina,
Granutest, com abertura de 65 uym. A determinacdo de metais em sedimentos por
GF AAS foi feita por amostragem por suspensao cujo preparo € descrito na
secgdo 4.2.2. As suspensdes foram mantidas homogéneas com o fluxo de ar
criado por uma bomba de aquario comercial Superpamp A320 (Big Air).

As amostras de peixe foram solubilizadas com auxilio de um banho-maria,
que foi preparado com um aquecedor e agitador magnético modelo TE-085 da

Tecnal.
4.3.4 Software

O pacote estatistico do software Statistica 6.0 da Statsoft (Statsoft, 1999) foi
usado para a realizacdo e avaliacado dos experimentos que utilizaram otimizacao

quimiométrica por planejamento fatorial e composto central.
4.4 Reagentes e solugdes

A &gua utilizada em todos os experimentos foi previamente destilada e
desionizada em uma coluna de troca ibnica convencional (condutividade maxima
de 0,5 uS cm™) e posteriormente tratada em um sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, EUA) obtendo-se agua com resistividade maior que 18,2 MQcm™.

As vidrarias, copos do amostrador automatico dos equipamentos de GF
AAS, ponteiras de pipeta automatica e materiais comuns de laboratério foram

descontaminados por imersdo em banho de &cido nitrico 10 % v/v por no minimo
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24 horas e depois enxaguados entre seis e sete vezes com agua deionizada.
Estes materiais foram secos em temperatura ambiente em um recipiente plastico
(tipo “tapwar”) fechado.

Para os estudos em ICP OES foi preparada uma solucido intermediaria
multielementar com concentragéo variada dos elementos Ag, Al, B, Ba, Be, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, V e Zn. Solugbes estoque
monoelementares de cada elemento (Titrisol, Merck) com concentragdo igual a
1000 mg L™ e grau de pureza analitica igual a 99,99 % foram utilizadas neste
preparo. A concentracdo dos metais nesta solugao intermediaria € apresentada na
tabela 3.

Tabela 3. Concentragao de elementos na solucao intermediaria usada para
preparar as solu¢des da curva de calibragdo para determinar metais em agua por
ICP OES

Elemento (mg L™ Elemento (mg L™
Ag 0,5000 Fe 2,000
Al 20,00 K 100,0

B 20,00 L 100,0
Ba 20,00 Mg 100,0
Be 2,000 Mn 10,0
Ca 100,0 Na 100,0
Cd 0,2000 Ni 2,000
Co 2,000 Pb 1,000
Cr 2,000 v 1,000
Cu 0,5000 Zn 10,00

A solucao intermediaria foi preparada em HNO3; 2 % v/v e foi posteriormente
utilizada no preparo das curvas de calibragdo aquosa, estudos de ajuste de matriz
e estudos de recuperacéo.

Os modificadores permanentes utilizados nos estudos em GF AAS foram as

solucdes de diversos elementos:
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- Solucdo padrao de iridio - Aldrich, 0,996 g L™ em acido cloridrico 10

% Vviv;

- solugéo padréo de ruténio — Fluka, 1,000 g L™ em acido cloridrico 1

mol L'1;

- solugdo padréo de rédio — Aldrich, 1,011 g L' em &cido cloridrico 4,9

%;

- solucdo padrao de tungsténio — Aldrich 1,000 g L ™' em agua;

- solugéo padréo de zirconio - Fluka, 1,000 g L™ em acido cloridrico 2

mol L.

O peréxido de hidrogénio 30 % m/m e o acido nitrico 65 % m/m utilizados
no preparo do diluente para as suspensodes de sedimentos foram fornecidos pela
Vetec (S&o Paulo, Brasil).

Hidroxido de tetrametilaménio a 25 % m/v em metanol (Fluka) 2,2 mol L™ foi
utilizados nos estudos de solubilizacdo alcalina das amostras de peixes para
determinacao de Mn, Pb e Zn.

A mistura de reagentes denominada Universol®, reagente e procedimento
com solicitagado de patente junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual,
com numero de pedido igual a 01400003467, foi utilizada na solubilizagao das
amostras de peixes para determinagao de Cd e Ni. O Universol € uma mistura que
possui em sua composigao um reagente alcalino de carater mais basico que o
TMAH.

O gas argbnio utilizado em todos os experimentos no ICP OES e no GF
AAS foi de pureza 99,999 %.

4 5 Material de Referéncia Certificado

Os materiais de referéncia certificados utilizados no estudo foram:
- 1469e, Element Trace in Water, do NIST (National Institute of
Standard and Technology), amostra certificada de &agua de rio com

presenca de metais em concentragao traco.
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- 1944 New York/New Jersey Waterway Sediment, do NIST,
amostra certificada de sedimento.

- 2709 San Joaquin Soil, do NIST, amostra certificada de
sedimento.

- PACS-2 Marine Sediment, do NRCC (National Research
Council of Canada), amostra certificada de sedimento marinho.

- MESS-3 Marine Sediment, do NRCC, amostra certificada de
sedimento marinho.

- TORT-2 Lobster Hepatopancreas, do NRCC, amostra

certificada de figado e pancreas de lagosta.

4.6 Otimizacdo multivariada de metodologia para determinacdo de
metais em &agua por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma

Indutivamente Acoplado

As otimizagdo das condicbes de operagdo do ICP OES (rotagdo da
bomba que faz a introdugdo da amostra (rpm), presséo do gas de nebulizagéo
(kpa) e poténcia do plasma (Kw)) foram feitas com um planejamento fatorial. Os
experimentos realizados tiveram como resposta analitica as leituras da razao Mg
/Mg | de uma solucdo de Mg 2,0 mg L™. A tabela 4 apresenta o planejamento
fatorial 2% montado para a otimizacdo das condicdes de analise. Os valores
maximos € minimos dos niveis para cada variavel foram escolhidos a partir das
condicdes de operagao recomendadas pelo fabricante do equipamento.

Usualmente os equipamentos de ICP OES e a literatura sobre a técnica
nao apresentam a pressdo do gas de nebulizagédo, e sim o fluxo do gas de
nebulizacdo em L min”. A conversdo para os valores da tabela 4 seria de
pressdo de 210 e 230 kPa igual 0,4 e 0,6 L min™, respectivamente. Para a
rotacdo da bomba que faz a introdugcdo da amostra no plasma, os valores de 8 e
12 rpm correspondem ao fluxo de introdugdo das amostras s&o iguais a 0,6 e 1,0

mL min™".
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 2° empregado na otimizacéo da

condicao robusta de operacgao do ICP OES na determinacdo de metais em agua

Variaveis Niveis
(-1) (+1)
Poténcia (kW) 1,20 1,40
Presséao (kPa) 210 230
Rotacao (rpm) 8 12

4.7 Otimizacdo de metodologia para determinacdo de metais em
amostras de sedimentos por Espectrometria de Absorcédo Atdmica

4.7.1 Tratamento do forno de grafite

Os tubos de grafite foram tratados com a introducdo em seu interior de
volume igual a 50 uL da solugdo do modificador permanente. O tubo foi
submetido ao programa de temperatura de forno apresentado na tabela 5. O
procedimento foi repetido 9 vezes de forma a obter uma superficie tratada com
cerca de 500 pg da substancia modificadora. Este programa foi aplicado na
obtengdo de superficies com iridio, roédio, ruténio, tungsténio e zircénio. O
programa utilizado é semelhante ao aplicado em outros trabalhos com GF AAS
(Silva, 1999).

Tabela 5. Programa de temperatura do forno de grafite para tratamento

com modificador permanente

Etapa Temperatura Rampa Tempo de duragéo Fluxo de ar
(°C) (s) (s) (mL min™")
Pré-secagem 90 5 15 250
Secagem 140 5 15 250
Pirdlise 1000 10 10 250
Atomizacgao 2000 0 5 0

Resfriamento 20 1 10 250
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4.7.2 Otimizacdo das condi¢cdes iniciais de operacdo do

Espectrometro de Absorgcao Atomica

Fez-se a otimizacdo de trés condi¢des iniciais: (a) volume de amostra
liquida introduzida no tubo de grafite; (b) tempo de duragao da etapa de secagem
e (c) “time constant”. O “time constant” € uma condi¢ao relacionada ao numero
de leituras realizadas pelo aparelho por unidade de tempo. Quanto maior o valor
do “time constant”, mais atenuado, ou amortizado é o formato do sinal analitico
obtido. Este recurso esta disponivel no espectrdbmetro da GBC. Na secc¢do 5 séo
apresentadas figuras com pulsos de absor¢do para o mesmo metal, a mesma
concentracéo, obtidos com valores diferentes de “time constant”.

A otimizacido desses parametros foi realizada nas condi¢gdes de operagao
(programa de forno) sugeridas pelo fabricante do equipamento.

(a) Avaliou-se qual o volume de liquido a ser introduzido no interior do
tubo: 20 ou 40 uL. Observou-se a ocorréncia ou nao de projegao do liquido para
o exterior do tubo.

Volumes de liquido menores que 20 uL introduzidos no interior do tubo de
grafite poderiam gerar sinais analiticos de intensidade insuficiente para os
estudos, considerando a absorvancia integrada (area do pico), dessa forma a
avaliacao se limitou a dois niveis de volume.

(b) A duracdo da etapa de secagem comecgou a ser otimizada de um
tempo igual a 3 s. Em seguida o tempo foi aumentado gradualmente de 2 s até
um valor em que nao ocorresse ebulicdo com perda, do liquido confinado no
interior do tubo.

(c) Para o “time constant” foram realizadas leituras de 0,1 a 0,9 s, em
intervalos de 0,1 s, para avaliar em qual tempo o pico analitico se apresentaria

mais atenuado e sem alargamento de base.

4.7.3 Otimizacdo univariada para determinacdo de metais em

sedimentos: Otimizacdo do programa de forno
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A otimizagao do programa de forno para determinagao de Cu, Mn, Ni, Sn e
Zn em sedimentos por GF AAS, bem como a escolha do modificador permanente,
foi feita por meio de curvas de pirdlise e atomizagdo. Nessa metodologia
investiga-se, em momentos distintos, qual a melhor temperatura de pirdlise e de
atomizacdo. A temperatura de atomizacgao é fixada no valor recomendado pelo
fabricante do equipamento ou outro valor de referéncia para a temperatura é
escolhida. Em seguida, o valor da temperatura de pirélise é estabelecido em um
patamar minimo, normalmente a 300 °C. Uma solugcdo contendo a amostra com
o elemento de interesse € empregada. As leituras do sinal analitico do elemento
sdo feitas nestas condicdes, e em seguida a temperatura de pirdlise é
aumentada em 100 °C. Medidas sao feitas nestas novas condi¢gdes e o processo
se repete, sempre aumentando a temperatura de pirélise e mantendo a
temperatura de atomizacao fixa até que a diferenca entre as duas temperaturas
figue em torno de 500 °C, ou haja deformagdo do sinal analitico (pico de
absorg¢ao) em relagdo ao que se observa rotineiramente em GF AAS, ou entéo
ocorra desaparecimento do sinal analitico. Os resultados das leituras em
absorvancia integrada para cada condigdo de analise sdo plotados em um
grafico em funcéo das temperaturas de pirdlise. Observa-se no grafico, qual foi a
temperatura de pirdlise maxima antes da ocorréncia de um decréscimo brusco do
sinal analitico. Esta temperatura € considerada a ideal para pirolise da matriz
sem perda de analito. A temperatura de pirélise estabelecida nessa etapa é
utilizada para o estudo da melhor temperatura de atomizacao.

A otimizacdo da temperatura de atomizacdo é feita por metodologia
semelhante a otimizagcado da temperatura de pirdlise. A temperatura de pirdlise é
fixada no valor otimizado, as medidas sao feitas em diferentes temperaturas de
atomizagdo (com decréscimos também de 100 °C) até que o comportamento do
sinal analitico seja semelhante ao ocorrido na otimizagdo da temperatura de
pirélise (Welz, 1999). A figura 7 apresenta exemplo de um grafico com curva de
pirdlise e atomizagdo. Na figura é apresentado o comportamento do Ni em
presenca do Ir como modificador permanente na determinacdo em sedimentos
por GF AAS.



4. Parte Experimental 34

—= —temperatura de pirdlise
—®—tamparatura de Ftomizagao

o Temperatura 6tima de
T atomizagéao =D

=}
0
-

-
Fa
1

Temperatura 6tima de
pirélise

] “m ot
I /

o.o -

[m]
1
i

a
E-]
|

Absorvancia Integqrada, s
o
-
1

a
|
N

T I T T T LI I T I L T I T I L T I T T 1
200 400 <00 2S00 1000 41200 1400 {1500 1200 2000 2200 2400 2500

Temperatura, '

Figura 7. Curva de atomizagao e pirdlise para determinagcdo de Ni em

sedimentos usando Rh como modificador.

4.8 Otimizacdo de metodologia para determinacdo de metais em
amostras de peixes por Espectrometria de Absorgédo Atdémica com Forno de
Grafite

As amostras de peixe solubilizadas com TMAH foram utilizadas na
otimizacdo das metodologias para determinagdo de Pb, Mn e Zn e as amostras
preparadas com o reagente Universol® foram empregadas na otimizagdo das
metodologias para determinagédo de Cd e Ni.

4.8.1 Tratamento de tubo de grafite

O procedimento utilizado foi o mesmo descrito na secgao 4.7.1.
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4.8.2 Otimizacdo das condi¢des iniciais de operacdo do Espectrémetro

de Absorcéo Atdmica

Fez-se a otimizagdo de quatro condigdes preliminares: (a) temperatura da
etapa de pré-secagem, (b) tempo de rampa da etapa de pré-secagem, (c) tempo
de duragao da etapa de secagem e (d) volume de amostra liquida introduzida no
tubo de grafite. A otimizagdo preliminar desses parédmetros foi realizada nas
condigbes de operagcdo (programa de forno) sugeridas pelo fabricante do
equipamento. A temperatura da etapa de pré-secagem foi reduzida por 5 °C de
90 °C até atingir uma temperatura onde nao houvesse ebuligdo inadequada da
amostra no interior do tubo. O tempo de duragdo da rampa da etapa de pré-
secagem foi aumentado em intervalos de 5 s, até que n&o ocorresse ebuligdo do
liquido no interior do tubo de grafite antes do patamar da etapa de pré-secagem.
O volume do liquido introduzido no interior do tubo e o tempo de duragao da
etapa de pré-secagem foram otimizados conforme descrito em 4.7.2(a) e (b)
respectivamente. A otimizagao das condigdes iniciais foi necessaria tanto para as
amostras que foram solubilizadas em TMAH quanto aquelas que foram

solubilizadas em Universol®.
4.8.3 Triagem dos modificadores usados na otimizagdo multivariada

A triagem foi realizada com as condigdes adaptadas e descrita na secgao
4.8.2.

Para os elementos Cd, Pb e Ni fez-se necessaria a contaminagdo da
amostra solubilizada, porque a concentragdo do analito presente nao foi
suficiente para produzir sinal analitico em absorvancia integrada mensuravel com
boa repetibilidade. A concentracdo esperada para cada analito na amostra
solubilizada, apds a contaminagao artificial, foi de 5, 20 e 100 ug L™ para Cd, Pb
e Ni respectivamente.

As seis estratégias de modificagdo avaliadas na etapa de triagem foram:

iridio, rodio, ruténio, tungsténio, zirconio (500 ug, em cada caso) e o nao uso de



4. Parte Experimental 36

modificador. A escolha dos dois modificadores empregados na construgdo do
planejamento fatorial foi feita por interpretacdo dos resultados das medidas
realizadas com o programa de forno adaptado na etapa de otimizagao preliminar.
A interpretacéo levou em conta: os maiores valores de intensidade de absorgéo e,
concomitantemente, a geragdo de sinal analitico tipico para GF AAS com
eliminacao de sinal de fundo eficiente.

Os dois melhores modificadores para cada metal foram empregados, junto
das condicdes de preparo da amostra, na otimizacdo das condicdes de operacao

do forno de grafite.
4.8.4 Otimizacao multivariada

A otimizacdo multivariada foi empregada no desenvolvimento de
metodologias para determinagcdo de Cd, Mn, Ni, Pb e Zn por GF AAS em peixes
utilizando dois planejamentos distintos. Em um primeiro momento, empregou-se o
planejamento fatorial fracionario 2*" para Cd, Pb e Zn e 2% para Mn e Ni. O
planejamento fatorial indicou as variaveis significativas e as tendéncias, bem como
as interacbes na determinagdo dos analitos. As variaveis avaliadas no
planejamento 2*" foram: as temperaturas de pirdlise e de atomizagao, o tempo de
duracédo da etapa de pirdlise e o modificador permanente. Com o planejamento
fatorial 2° foram avaliadas as mesmas varidveis que no planejamento 2+ com
excecao do tempo duracdo da etapa de pirdlise. O tempo de pirdlise nao foi
otimizado de forma multivariada para Mn e Ni, porque os resultados da otimizagao
por planejamento fatorial deste fator para o Cd, Pb e Zn ndo foram satisfatorios.
As temperaturas de pirdlise e de atomizagao e o tempo de duragao da etapa de
pirdlise utilizados na montagem do planejamento fatorial foram maximos e
minimos estabelecidos a partir das condigdes recomendadas pelo fabricante do
equipamento. Os dois modificadores foram escolhidos conforme descrito na
seccao 4.8.3.

As tabelas 6 e 7 apresentam as variaveis e 0s niveis estudados na

otimizagao de cada elemento.
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Depois de estabelecidos as variaveis significativas e a ocorréncia ou nédo de
interacdo entre elas, utilizou-se outra ferramenta de analise multivariada: o
planejamento composto central (CCD) para calcular os valores criticos das
variaveis. O CCD foi montado com as tendéncias, maximas ou minimas,
apontadas pelo planejamento fatorial. As varidveis indicadas como néao
significativas pelo planejamento fatorial, tiveram seu valor fixado na tendéncia
maxima ou minima indicada pelo planejamento fatorial. As variaveis indicadas
como significativas pelo planejamento fatorial foram otimizadas pelo CCD. O
modificador empregado nos estudos do CCD para cada metal em cada matriz foi

escolhido pelo planejamento fatorial.

Tabela 6. Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial 2*" na

determinacao de Cd, Pb e Zn em peixes por GF AAS

Variaveis Niveis
Cd Pb Zn
1) 1) 1) &) 1) (1)
Temperatura de pirdlise (°C) 1500 2000 400 700 400 700
Temperatura de atomizagéo (°C) 300 600 2000 2500 1800 2300
Tempo de pirdlise (s) 6 20 6 20 6 20
Modificador (Tipo) Rh w Ir Zr Zr Ru

Tabela 7. Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial 2° na

determinacdo de Mn e Ni em peixes em peixes por GF AAS

Variaveis Niveis
Mn Ni
(-1) (+1) (-1) (+1)
Temperatura de pirdlise (°C) 1400 1700 1100 1700
Temperatura de atomizagao (°C) 2200 2600 2200 2600

Modificador (Tipo) W Rh w Rh
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As respostas foram medidas em duplicata com excec¢ao do ponto central no
CCD que foram feitas em cinco replicatas.

As matrizes que representam os modelos estudados nos CCD’s sao
apresentadas nas tabelas 8 a 10.

Tabela 8. Variaveis e niveis estudados no planejamento CCD na
determinacao de Cd em peixes por GF AAS

Variaveis Niveis
(-1,44) (1) (0) (+1)  (+1,44)
Temperatura de atomizagdo (°C) 1416 1450 1500 1550 1584
Temperatura de pirdlise (°C) 298 400 550 700 802
Tempo (s) 12 15 20 25 28

Por limitacbes de operacao do software do equipamento de GF AAS néao
foi possivel operar temperaturas iguais a 1416, 1584, 294 e 802 °C, sendo

utilizadas as temperaturas de 1420, 1580, 290 e 800 °C, respectivamente.

Tabela 9. Variaveis e niveis estudados no planejamento CCD na
determinacao de Mn em peixes por GF AAS

Variaveis Niveis
(-1,44) (1) (0) (+1)  (+1,44)
Temperatura de atomizagéo (°C) 2500 2530 2600 2670 2700
Temperatura de pirdlise (°C) 1360 1400 1500 1600 1640

Tabela 10. Variaveis e niveis estudados no planejamento CCD na
determinacao de Pb em peixes por GF AAS

Variaveis Niveis
(-1,44) (1) (0) (+1)  (+1,44)
Temperatura de atomizacgédo (°C) 1664 1800 2000 2200 2336
Temperatura de pirdlise (°C) 316 350 400 450 484
Tempo (s) 12 15 20 25 28
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Por limitacbes de operacao do software do equipamento de GF AAS nao
foi possivel operar temperaturas iguais a 1664, 2336, 316 e 484 °C, sendo
utilizadas as temperaturas reais de 1660, 2340, 320 e 480 °C, respectivamente.

A otimizagédo do programa de forno para Ni e Zn n&o foi feita por CCD, e

sim por curvas de pirdlise e atomizacgao.

4.9 Parametros analiticos de mérito

Para avaliacdo dos parametros analiticos de mérito foram construidas
curvas de calibragdo. As curvas de calibragdo apresentam faixa de trabalho que
contemplam o valor maximo permitido pela legislagdo brasileira para cada metal
nas respectivas matrizes.

As faixas de calibragdo empregada para cada analito, para estabelecer os
parametros de mérito na determinagao dos metais por ICP OES e GF AAS, séo

apresentadas nas tabelas 11 e 12 respectivamente.

Tabela 11. Faixa de calibracdo para determinacdo dos constituintes

inorganicos em agua por ICP OES

Elemento (ug L™ Elemento (ug L™ Elemento (mg L™

Ag 10,0 - 50,0 Co 20,0 - 100 Mn 100 - 500
Al 200 - 1000 Cr 20,0 - 100 Na 1000 - 5000
B 200 - 1000 Cu 5,00-25,0 Ni 20,0-100
Ba 200 - 1000 Fe 20,0-100 Pb 10,0 - 50,0
Be 20,0 - 100 K 1000 - 5000 \Y 100 - 500
Ca 1000 - 5000 Li 1000 - 5000 Zn 100 - 500

Cd 2,00-10,0 Mg 1000 - 5000
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Tabela 12. Faixa de calibracdo para determinacdo dos constituintes

inorganicos por GF AAS

Sedimentos Peixes
Elemento (ug L™ Elemento (ug L™
Cu 2,00-10,0 Cd 1,00 - 5,00
Mn 10,0 - 50,0 Mn 10,0 - 50,0
Ni 20,0 - 100 Ni 5,00 - 25,0
Sn 40,0 - 200 Pb 10,0 - 50,0
Zn 2,00-10,0 Zn 10,0 - 50,0

Para avaliar a metodologia desenvolvida para a determinagao de metais em
agua por ICP OES, foram preparadas trés curvas de calibragdo para cada analito
em agua Milli Q, trés curvas de calibragdo em agua de manancial e trés curvas de
calibragdo em agua tratada.

Para avaliar a metodologia desenvolvida para a determinagcdo de metais em
sedimentos por GF AAS, foram preparadas trés curvas de calibracdo para cada
analito em agua Milli Q e trés curvas de calibragéo no diluente (mistura HNO3; 5%
v/v e HO2 3% V/v).

Para avaliar a metodologia desenvolvida para a determinagdo de metais em
peixes por GF AAS, foram preparadas trés curvas de calibragdo para cada analito
em agua Milli Q e trés curvas de calibragdo no peixe solubilizado no reagente

alcalino (TMAH para Mn, Pb e Zn e Universol® para Cd e Ni).
4.9.1 Linearidade

A linearidade ou faixa linear de um método & definida como sendo o
intervalo da curva de calibragcdo em que o sinal da variavel dependente (resposta
analitica) € diretamente proporcional a variavel independente (concentragéo
conhecida do analito) (Ribeiro, 2008). Considerou-se neste estudo a faixa linear
entre o limite de quantificagdo e o ponto da curva de calibracgdo com a maior

concentracdo do analito. A verificagdo da linearidade para os métodos
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desenvolvidos foi feita pelo valor do coeficiente de correlagao (r). As metodologias
cujas curvas apresentaram valores de r maiores que 0,99 foram consideradas
lineares (INMETRO, 2003).

4.9.2 Seletividade

A seletividade é definida como sendo a habilidade do método analitico em
distinguir as respostas analiticas dos diferentes constituintes presentes em uma
amostra (INMETRO, 2003). A seletividade foi avaliada pela comparagdo das
inclinagdes da curva de calibragdo aquosa (curva em agua Milli Q) e da curva de
calibragdo na matriz (método de adi¢do de padrao). No presente trabalho, fez se a
comparagao por meio de Teste t (Student) para avaliar se houve diferenca
estatistica significativa entre a média das inclinagdes das trés curvas de calibragao
em cada meio.

A expressao usada para o calculo do valor de t-Student foi:

Xy — :L_-]

t= [
I.'I .."\';rl + 4;‘\?2

eomb \ [T N,

Esta expressdo € utilizada quando as variancias dos dois conjuntos de
medidas sao iguais. Nesta expressao scomp € também conhecido como s agrupado
e é calculado pela expressao:

s?2={(n" = 1)s?; + (N> = ny)s%}/(n1 + np — 2)

No caso dos dois conjuntos de medida apresentarem variancias diferentes
utiliza-se outra expressao para o calculo de t:

t= (X - X )(s*/ng + s/ny)"?
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Onde o numero de graus de liberdade é calculado pela expressao:

(5i/ny + s3/ny)’
i), (i
n,+ 1 Hat 1

Os valores calculados de t por qualquer das duas expressdes deve ser
comparado com valores tabelados para numeros de grau de liberdade especificos.
Caso estes valores calculados sejam menores que o valor tabelado, a Hipotese
nula, Ho: p1 = Y2 € verdadeira e néo existe diferencga estatistica, a um determinado
nivel de confiabilidade, entre as médias das inclinacdes, e esse resultado pode ser
interpretado como se nao ocorresse efeito de matriz na determinagao do analito.
Nesse caso, € possivel utilizar a estratégia de calibragdo aquosa. Em caso
contrario, a hipétese nula é falsa e ha efeito de matriz na determinagédo do analito
na matriz, e a estratégia a ser utilizada € a calibragao por adigao de padrao.

O grau de confiabilidade nos testes t aplicados na avaliagao da seletividade

das metodologias foi igual a 95%.

4.9.3 Limite de deteccéo e Limite de quantificacéo

4.9.3.1 Célculo de LOD e LOQ para as metodologias para determinacéao

de metais em sedimentos e peixes por Espectrometria de Absorgcéo Atémica

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o
limite de detecgéo (LOD) é definido como sendo “a concentragdo ou quantidade
de analito derivada do menor sinal que pode ser medido com confiabilidade
analitica razoavel”. Outra definicdo para LOD é: a concentracdo minima que
permite afirmar sobre a presenga ou auséncia de um determinado analito em uma
amostra. Ja o limite de quantificagdo (LOQ) é definido como sendo a menor
concentracido do analito que pode ser quantificado com um nivel de confiabilidade
razoavel por um método analitico especifico (IUPAC, 1997). Existem varias

definicbes e formas de se realizar o calculo para determinar o LOD e o LOQ. No
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presente trabalho, optou-se por calcular o LOD e LOQ de acordo com os calculos
recomendados pela IUPAC (ICH Q2B, 1996).

As expressdes empregadas para calcular os valores de LOD e LOQ para as
metodologias de determinagcdo de metais em peixes e sedimentos por GF AAS
foram:

LOD=3s/A
LOQ =10s/A

Onde: s é a estimativa de desvio padrao da medida da concentragcao de dez
brancos analiticos.
A é a inclinacdo da curva de calibragdo utilizada na medida da

concentracido do elemento no branco.

O uso dos coeficientes 3 e 10 para LOD e LOQ, respectivamente, estdo
relacionados a confiabilidade estatistica desejada no estabelecimento destes

parametros.

4.9.3.2 Célculo de LOD e LOQ para as metodologias de determinacao

de metais em agua por Espectrometria de Emissdo Optica

Utilizou-se a razdo sinal/ruido (SBR) na avaliagdo da variagdo do sinal de
fundo quando se alteram parametros de operacao do ICP OES como a vazao de
nebulizagao e a poténcia aplicada. Com o valor de SBR é possivel avaliar também

a sensibilidade das linhas analiticas (Ghine, 1998).

Para calculo de SBR utiliza-se a expressao:
SBR = (la — Ip)/1p
onde:
la = intensidade do sinal do analito

lp = intensidade do sinal do branco
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A concentragao equivalente ao sinal de fundo (BEC) foi calculada para se
obter a concentracado do elemento com a intensidade correspondente ao fundo na
linha espectral que se deseja usar. A formula para calculo do BEC ¢ apresentada
a seguir (Ghine, 1998):

BEC = C,/SBR

C, = concentracao do analito

Para o célculo do LOD e LOQ foram utilizadas, respectivamente, as

expressoes:

Onde: RSD = a estimativa de desvio padrao relativo da medida do sinal de

dez amostras do branco analitico.
4.9.4 Exatidao

A exatidao é definida como sendo a capacidade do método em produzir
resultados que sejam concordantes com o valor considerado como verdadeiro
(INMETRO, 2003). Utilizou-se neste trabalho estudo com materiais de referéncia
certificados e estudos de recuperacdo com amostras artificialmente contaminadas.

Os materiais de referéncia certificados utilizados estao listados na seccéao
4.5. Para comparagao dos resultados encontrados com os valores certificados dos

materiais de referéncia, utilizou-se o teste t (Skoog, 2002).
§
vN

Onde u € o valor considerado como verdadeiro, que é o valor apresentado

p:fif

no certificado do material de referéncia.
O valor calculado de t € comparado com valores tabelados para numeros

de grau de liberdade especificos. A metodologia sera considerada como exata se
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o valor calculado de t para a concentragao do analito na amostra certificada for
menor que o valor tabelado. As implicagdes e interpretagcdes deste comparativo
sao semelhantes ao apresentado na secéo 4.9.2, valor de t calculado maior que
valor de t tabelado para aquele nivel de significancia, indica que a concentragao
encontrada é diferente da concentragéo apresentada no certificado. Logo o uso do
material de referéncia certificado nao foi suficiente para assegurar a exatidao da
metodologia para determinag&o do elemento estudado.

As amostras de agua, tratada e de manancial, foram artificialmente
contaminadas com solucdes padrdo dos analitos em trés niveis diferentes de
concentracao, dentro da faixa de calibragao para cada elemento. Os niveis foram:
30, 50 e 90 % do valor do padrao de maior concentracdo empregado na
construcao da curva de calibracdo. Estas amostras foram preparadas em HNO;
2% Viv.

A avaliacao da exatidao foi feita pelo calculo do percentual de recuperagao
da concentragdo encontrada em relagdo ao valor esperado de cada nivel de

contaminacgao. A expressao matematica utilizada nesta avaliacao foi:

gr=2m=d
X,

Onde Xap € 0 valor encontrado para a amostra artificialmente contaminada
e X, € o valor esperado (Skoog, 2002).
Considerou-se o intervalo de recuperacao de 80 a 120% como suficiente

para aceitacao da exatiddo da metodologia investigada (Hibbert, 1999).

4.9.5. Precisao

A precisdo pode ser definida como a medida da concordancia ou
proximidade de medidas independentes feitas sob condigdes definidas (Welz,
1999). Pode ser também a capacidade de um método analitico em reproduzir as
leituras realizadas sob as mesmas condi¢des e em diferentes intervalos de tempo.

A precisdo pode ser expressa em termos de desvio padrdo ou desvio padrao
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relativo, e ambos os termos s&o dependentes da concentracdo do analito.
Geralmente determinagdes em faixas de concentracdo mais baixa implicam em
medidas de menor precisdo que as obtidas em faixa de concentragdo mais alta
(INMETRO, 2003). A precisdo pode ser expressa pela repetividade que é medida
quando se trabalha em condi¢gdes semelhantes (por exemplo: mesmo operador,
mesmo equipamento, mesmo laboratério, mesmo dia, etc.) e pode ser avaliada
pela reprodutibilidade que é medida em condigdes diferentes (por exemplo:
mesmo equipamento, outro analista, medidas em dias diferentes, etc.).

No presente estudo a precisao foi avaliada através da estimativa do desvio
padrao relativo das amostras (DPR), que é calculada pela expressao (Skoog,
2002):

DPR(%) = s/ X x 100

Onde: s é igual a estimativa de desvio padrao das medidas

X éigual a concentragdo média

Para a metodologia de determinagdo de metais em aguas por ICP OES
foram feitos calculos DPR(%) intra dia e inter dia. Os calculos de desvio padrao
intra e inter dia foram feitos com as concentragdes encontradas nas amostras
artificialmente contaminadas nos trés niveis de contaminagéo. O valor do DPR(%)
intra dia é o DPR(%) médio calculado dos trés niveis de concentracéo. O valor do
DPR(%) inter dia € a média do DPR(%) intra dia de trés dias consecutivos.

O valor maximo de DPR(%) aceitavel é dependente da concentragdo do
analito na matriz. Para as concentragdes de 1000; 100; 10 e 1 ug L™, os valores
aceitaveis de DPR(%) sao iguais a 11; 15; 21 e 30%, respectivamente (Guilhen,
2010).

Para as medidas em ICP OES utilizou-se também o teste de estabilidade do
plasma. O teste utilizou medidas na linha Mg Il 280,265 nm de amostras de agua
tratada e bruta artificialmente contaminadas com Mg na concentragéo 2,0 mg L™
em HNO3 % v/v. A avaliagao foi feita pelo célculo de RSD %. Foram feitos dois

testes distintos: (a) o teste em curto periodo de tempo, que consistiu em 20
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medidas consecutivas das amostras contaminadas e (b) o teste em longo periodo
de tempo que consistiu em medidas a cada 15 minutos durante 2 horas
totalizando 8 medidas.

A precisao das metodologias de determinagdo de metais em sedimentos e
peixes foi avaliada pelo calculo do DPR(%) das trés leituras do material certificado

contra a curva de calibracédo.
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5. Resultados e discussao

5.1 Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de metais em
amostras de agua por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma

Indutivamente Acoplado

5.1.1 Otimizagao multivariada

O planejamento fatorial 2° avaliou o efeito das trés variaveis sobre a razéo
Mg II/ Mg | e as possiveis interagdes entre as variaveis. As condigcdes de cada
experimento, bem como os valores da razdo em contagens por segundos para as

linhas ibnicas e atdbmicas do Mg, sdo apresentadas na tabela seguinte.

Tabela 13. Leituras realizadas com o planejamento fatorial 2° para

otimizacao da condic¢ao robusta do ICP OES na determinagao de metais em aguas

Experimento Presséao Poténcia Rotacao Razao Mg II/Mg |

(kPa) (kW) (rpm) (cps)
1 210 1,2 8 9,14
2 230 1,2 8 9,61
3 210 1,4 8 9,27
4 230 1,4 8 9,66
5 210 1,2 12 9,16
6 230 1,2 12 9,63
7 210 1,4 12 9,34
8 230 1,4 12 9,67

O grafico de Pareto, figura 8, indica que a unica variavel significativa, ou
seja, a que exerce maior influéncia sobre a robustez do plasma € a pressao do
gas de nebulizagdo, que esta relacionada a vazdo do gas de nebulizagdo. A

tendéncia indicada é positiva, o que significa que aumento da pressao do gas de
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nebulizagdo favorece o aumento do valor da razdo Mg II/Mg I. A tendéncia
indicada pelo planejamento fatorial € coerente com o principio da técnica de ICP
OES, pois se sabe que vazdo alta do gas de nebulizagdo é importante para
impedir que ocorram processos de auto-absorgao dos atomos do analito presentes
no plasma de argbénio. Os processos de auto-absor¢ao levariam a atenuagao da
intensidade de emissao (Browner, 1992). O nivel maximo, da pressao do gas de
nebulizagdo, que foi estudado no planejamento fatorial foi igual a 230 kPa que
corresponde a um fluxo do gas de nebulizacdo igual a 0,6 L min™. O valor de
referéncia em para esta variavel que o equipamento de plasma opera em condicéo
robusta é igual a 0,7 L min™ (Brenner, 2000). Logo a tendéncia maxima indicada

como significativa para esta variavel deve ser otimizada em valores proximos a

T

230 kPa (0,6 L min'1) para se alcancgar a condi¢cao robusta.
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Figura 8. Grafico de pareto para a otimizacdo da condigao robusta do ICP

OES para determinagao de metais em agua

Apenas uma dentre as trés variaveis avaliadas no planejamento fatorial
apresentou influéncia significativa sobre a robustez do plasma. Por isso, optou-se
em fazer a otimizagdo da condi¢cdo robusta de forma univariada. As variaveis que

nao foram significativas, poténcia e rotagdo da bomba, foram mantidas nos niveis
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positivos apontados no grafico de pareto, 1,4 kW e 12 rpm, respectivamente. O
valor de 12 rpm para a velocidade de introdu¢do da amostra no plasma
corresponde a um fluxo da amostra igual a 1,0 L min™'. A variagdo na press&o do
gas de nebulizagao foi feita em valores préximos ao nivel maximo de 230 kpA. A
razao Mg IlI/Mg | alcangou maior valor em pressao igual a 235 kpA conforme
apresentado no grafico da figura 9 indicando que esta é a condi¢ao robusta de
operagdo do plasma. Observa-se no mesmo grafico que valores maiores de
pressdo causam a diminuicdo do valor da razdo Mg IlI/Mg |. Sabe-se que o
aumento da vazao do gas de nebulizagdo causa a formacéo de gotas maiores no
aerossol, e que demandam maior energia do plasma para 0s processos de
dessolvatagdo e atomizacdo. Consequentemente, ha redugdo de energia
disponivel para os processo de ionizagdo e emissdo provocando uma diminuigdo
do valor da razdo Mg II/Mg | (Browner, 1992). Outra consequéncia do aumento da
pressao do gas de nebulizagao € a diminuigao do tempo de residéncia dos atomos

do analito no plasma, com diminuicdo da intensidade da emissao (Brenner, 2000).

10,0 4
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T T T T T T T T T
220 230 240 250 260
Pressao do gas de nebulizagao (kpA)

Figura 9. Otimizag&do univariada da condi¢gdo robusta do ICP OES para

determinagdo de metais em agua
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Embora a poténcia de 1,4 kW tenha produzido o maior valor da razdo Mg
[I/Mg |, indicando que esta é a condicao robusta, sabe-se que valores altos de
poténcia podem aumentar o desgaste da tocha (Brenner, 2000). Para avaliar a
possibilidade de minimizar esses efeitos, fez-se outras leituras na condicéo
otimizada, poténcia de plasma igual a 1,20 e 1,30 kW. Os resultados obtidos em
cada uma destas condigdes foram comparados individualmente com o valor da
razao obtida em poténcia igual a 1,40 kW. A comparacéo foi feita por meio de um
teste t de student. Os resultados destes testes indicaram que houve diferenca
estatistica significativa a um nivel de 95% entre as medidas feitas em 1,20 e 1,40
kW. No entanto esta diferenga nao foi encontrada entre as leituras em 1,30 e 1,40
kW, o que possibilitou realizar os experimentos no ICP OES em uma poténcia
mais baixa que a otimizada inicialmente, minimizando a deterioragdo da tocha do
plasma. A tabela 14 apresenta as condi¢cdes otimizadas do ICP OES. O uso da
poténcia de 1,30 kW, ao invés de 1,40 kW, possibilitou o alcance de vida util de
cerca de dez meses para a tocha de quartzo. A durabilidade recomendada pelo
fabricante do equipamento é de seis meses (Varian, 1999).

Considerou-se satisfatéria a operagcdo do ICP OES com poténcia igual a
1,30 kW na determinacgao simultanea de 20 constituintes inorganicos em dois tipos
de agua diferentes. A poténcia empregada neste estudo foi inferior a utilizada por
Faraji e colaboradores (1,55 kW) na determinagao de seis elementos (Cd, Co, Cr,
Ni, Pb a Zn) em amostras de agua natural apds procedimento de pré-
concentragao (Faraji, 2009). Acredita-se que o emprego de otimizagdo adequada
da condicao robusta tenha possibilitado o uso de poténcia inferior a outros estudos
da literatura para a mesma matriz.

Em outro trabalho, o plasma foi operado em uma poténcia de 0,8 kW. No
entanto o unico analito estudado foi 0 Zn presente em amostras de agua apos

procedimento de pré-concentragao (Escudero, 2010).
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Tabela 14. Condicdes otimizadas de operacdo do ICP OES na

determinacao de metais em aguas

Poténcia do Plasma (kW) 1,30
Presséo do gas de nebulizagao (kpA) 235*
Velocidade da bomba que introduz a amostra (rpm) 12**
Vaz&o do gas do plasma (L min™") 15,0
Vazao de gas auxiliar (L min™) 1,5
Diametro do tubo injetor (mm) 2,0
Interface end-on gas (cone frio)

* Corresponde a 0,7 L min™

** Corresponde a 1,0 mL min™’
5.1.2 Linearidade e seletividade (efeito de matriz)

Ocorreu diferenga significativa entre os valores das inclina¢gdes das curvas
em agua Milli Q e em agua tratada para Ca e Mg. Para o Cu diferenga foi
observada entre a curva em agua Milli Q e em agua de manancial. Para o Cr, o
efeito de matriz foi verificado em agua tratada e agua de manancial. As curvas de
calibragdo para determinagdo de Fe em agua de manancial apresentaram valores
de coeficiente de correlacdo menores que 0,99, indicando linearidade insuficiente
(Guilhen, 2010). Para os elementos que apresentaram efeito de matriz e
linearidade insatisfatéria, foram feitas alteracbes das linhas de emissdo. As
mudangas tiveram como objetivo eliminar potenciais interferéncias que poderiam
produzir os efeitos de matriz observados. As linhas de emissao 267,716 nm do Cr
e 259,940 nm do Fe apresentam uma linha de Mn proxima. O manganés esta
naturalmente presente em agua de rios e lagos em concentragcbes que variam de
10 a 100 pg L (Azevedo, 2003) e esta presenga pode ter interferido nas medidas
do Cr e do Fe. O efeito de matriz para o Mg e para o Cu pode estar relacionado a

algum tipo de interferéncia do Na sobre as linhas anteriormente utilizadas.
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As leituras das curvas de calibragcdo para determinagao de Ca, Mg, Cu e Cr
nas linhas de emissdo alternativas, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre as estratégias de calibragdo, o que permite afirmar que nao
houve efeito de matriz na determinacao destes analitos apods alteragao das linhas

analiticas. As alteracdes das linhas sdo apresentadas na tabela 15.

Tabela 15. Linhas analiticas alteradas de alguns elementos na

determinagao de metais em agua por ICP OES

Elemento Linha anterior (nm) Linha alterada (nm)
Ca 396,847 317,933
Cr 267,716 357,868
Cu 259,940 327,395
Fe 259,940 238,204
Mg 279,115 279,553

Os resultados da média dos coeficientes de correlacdo e da média das
inclinagdes das curvas nos trés meios para as novas linhas de Ca, Cr, Cu, Fe e
Mg e dos demais elementos s&o apresentados na tabela 16.

Estes resultados permitem concluir que € possivel utilizar a estratégia de
calibragdo com solugbes padrédo preparadas em agua Mili Q nos estudos
subsequentes. A calibragdo com solugdes padrao preparadas em agua Milli Q é
uma estratégia de trabalho menos laboriosa que a calibragao por adi¢cao de analito
e é especialmente vantajosa para laboratorios de rotina que analisam
rotineiramente um grande numero de amostras similares.

Observou-se para o Fe que o valor do coeficiente de correlagdao para a
curva em agua de manancial foi inferior a 0,99. O valor da inclinagao da curva por
adicado de padrao para este elemento apresentou diferenga estatistica em relagéo
a curva de calibragdo aquosa maior que 95 %. Este comportamento apresentado
pelo Fe em agua de manancial, nos estudos de linearidade e de efeito de matriz,

pode estar associado a presenga do elemento na amostra de agua utilizada.
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Tabela 16. Avaliacdo da inclinagdo das curvas de calibracdo e dos

coeficientes de correlagao linear na determinacao de metais em agua por ICP

OES

Curva

em agua Milli Q (n = 9)

Curva em agua
tratada (n = 9)

Curva em agua de

manancial (n = 9)

Elemento Inclinagao r Inclinagao r Inclinagao r
Agl 33363 1,000 32937 0,9989 33260 0,9998
Al |l 20639 0,9995 20773 0,9988 20496 0,9998
Bl 22507 0,9997 22699 1,000 22444 1,000
Balll 574783 1,000 568508 0,9999 578377 1,000
Be | 152525 0,9999 152759 1,000 152213 1,000
Cal 2214410 0,9983 1939270 0,9995 2214448 0,9985
Cdll 37445 0,9999 37537 0,9999 37582 0,9999
Coll 15354 0,9999 15365 1,000 15513 1,000
Cul 26184 1,000 25232 0,9997 25764 0,9997
Cr 13896 0,9994 14335 0,9868 14589 0,9993
Fe ll 8593 0,9945 9348 0,9968 6816 0,9160
Kl 43437 0,9993 44097 0,9996 44702 0,9998

Li 3516759 0,9998 3538277 1,000 35652445  0,9999
Mg Il 668551 0,9994 682120 0,9993 660227 0,9994
Mn Il 184143 0,9999 186481 1,000 184833 0,9997
Na | 433611 0,9997 442798 0,9997 449004 0,9999

Ni 7032 0,9999 7020 0,9999 7099 0,9999
Pb II 2013 0,9995 2000 0,9999 2034 0,9999
Vil 34892 0,9999 35266 1,000 352044 0,9999
Zn ll 19197 0,9999 19237 0,9999 19160 0,9999

r = coeficiente de correlagéo

5.1.3 Limites de Quantificacao e Deteccao
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Os valores de SBR, BEC, LOD e LOQ obtidos para os elementos

estudados, bem como os valores maximos permitidos para cada metal em agua

de acordo com a legislagcado especifica s&o mostrados na tabela 17. As formulas

empregadas no calculo destes parametros sao apresentadas na secgao 4.9.

Tabela 17. Valores de SBR, BEC, LOD, LOQ para a determinagcédo de

metais em agua por ICP OES

Elemento SBR* BEC LOD LOQ  Portaria 518 CONAMA
(MgL") (ugL™) (ugL") MS(uglL™) 357 (ug L™y

Ag 3,77 1,33 0,510 1,70 10,0
Al 13,4 14,9 13,1 43,7 200 100
B 27,8 9,50 211 68,8 500
Ba 223 0,895 1,08 3,62 700
Be 528 0,0381 0,0620 0,174 40,0
Ca 1199 0,833 2,53 8,42
Cd 18,6 0,107 0,171 0,570 5,00 1,00
Co 39,2 0,510 0,305 1,02 50,0
Cr 4,25 4,70 4,62 15,4 50,0 50,0
Cu 5,15 0,971 0,363 1,21 2000 9,00
Fe 3,42 1,03 0,215 0,798 300 300
K 27,0 37,0 26,7 89,0
Li 836 1,20 0,671 2,24 2500
Mg 287 3,48 1,21 4,03
Mn 371 0,269 0,210 0,703 100 100
Na 50,1 20,0 83,6 279 200000
Ni 7,25 2,76 1,90 6,34 25,0
Pb 7,76 1,29 0,628 2,09 10,0 10,0
\Y 922 0,0109 0,0104 0,0348 100
Zn 45,8 2,18 4,00 13,3 5000 180

* Calculado com o padrao de menor concentragao de cada analito na curva

de calibragao

** Padrao para Classe Especial
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Conforme pode se observar na tabela 17, os valores de LOQ da
metodologia s&o suficientes, quando comparados aos valores limites da
legislagcdo, para determinagdo direta dos elementos sem a necessidade de
nenhum procedimento de pré-concentragdo da amostra. Alguns elementos, como
o Ba, apresentaram valor do LOQ cerca de 200 vezes menor que o valor maximo
permitido pela Portaria 518 do Ministério da Saude. O valor do LOQ para o Pb é
em torno de 5 vezes menor que a concentracdo maxima estabelecida pela
Resolugao 357 do CONAMA.

A capacidade do método em determinar, com seguranga analitica,
concentragdes baixas dos analitos permite que a metodologia possa ter aplicagbes
em outros tipos de monitoramento, além do controle pelas legislagdes citadas.

Os valores do LOD obtidos para Al, Cd, Co, Mn, Pb e Zn foram menores
que os encontrados em outro estudo onde se fez, o uso de multiplas linhas de
emissdo para a determinagdo destes elementos em agua por ICP OES sem a
presengca de concomitantes como calcio e sodio. Nesse trabalho, os valores do
LOD foram iguais a 7,1; 0,5; 4,4; 3,3; 2,8 e 6,7 ug L™, respectivamente (Schiavo,
2009).

Os resultados de LOD encontrados em um trabalho em que utilizou
nanoparticulas de Fe3;O4 cobertas com acido decandico como adsorvente para
extragdo em fase solida de Cd, Co, Cr, Ni, Pb e Zn sdo préximos aos valores
apresentados na tabela 17 para estes elementos (Faraji, 2009). Para o Pb o valor
do estudo de Faraji e colaboradores foi igual a 0,8 ug L™ e no estudo apresentado
neste trabalho o valor alcangado sem procedimentos de pré-concentracao foi igual
0,628 ug L™.

5.1.4 Exatidao
Os ensaios para avaliacdo da exatiddo da metodologia proposta foram

feitos por estudo de recuperagao e com uso de materiais de referéncia certificado,

cujos resultados sédo apresentados na tabela 18 e 19, respectivamente.
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A tabela 18 apresenta os valores dos estudos de recuperagao para cada

metal nos dois tipos de agua e nos trés niveis de contaminagéao investigados.

Tabela 18. Testes de recuperagao para determinacao de metais em

aguas por ICP OES

(n=9)
Elemento (matriz) 3,0ugL" (%)  50ugL" (%) 9,0 ug L (%)
Cd (manancial) 104 103 99,9
Cd (tratada) 105 102 99,3
75ugL" (%) 12,5ug LT (%) 22,5 ug L™ (%)
Ag (manancial) 98,1 100 99,5
Ag (tratada) 96,4 98,2 98,1
Cu (manancial) 104 106 98,6
Cu (tratada) 95,0 97,3 97,5
150pg L7 (%) 22,5ugL" (%) 45,0 ug L (%)
Pb (manancial) 103 104 100
Pb (tratada) 103 102 99,3
30,0 gL (%) 50,0 uyg L (%) 90,0 ug L™ (%)
Be (manancial) 101 101 99,5
Be (tratada) 102 101 99,4
Co (manancial) 104 103 101
Co (tratada) 103 102 99,8
Cr (manancial) 126 110 106
Cr (tratada) 108 110 101
Fe (manancial) 81,4 112 117
Fe (tratada) 113 88,3 82,3
Ni (manancial) 104 103 101
Ni (tratada) 102 102 99,8
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Tabela 18. Testes de recuperacao e de precisao para determinacao de

metais em aguas por ICP OES

(n=9)
Elemento (matriz) 150 ug L™ (%) 300 pug L (%) 450 ug L (%)
Mn (manancial) 104 103 99,4
Mn (tratada) 104 102 99,6
V (manancial) 100 101 100
V (tratada) 101 101 99,6
Zn (manancial) 103 103 100
Zn (tratada) 103 102 100
300 ug L' (%) 500 pg L (%) 900 pg L (%)
Al (manancial) 102 102 98,7
Al (tratada) 101 100 97,3
B (manancial) 94,3 97,3 97,7
B (tratada) 102 101 99,3
Ba (manancial) 103 102 100
Ba (tratada) 103 101 100
1500 uyg L' (%) 2500 ug L™ (%) 4500 pg L™ (%)
Ca (manancial) 112 109 96,7
Ca (tratada) 96,7 81,4 89,0
K (manancial) 98,2 100 101
K (tratada) 94,3 97,5 98,7
Li (manancial) 106 105 101
Li (tratada) 107 105 101
Mg (manancial) 108 106 98,9
Mg (tratada) 95,7 91,4 87,1
Na (manancial) 100 103 102
Na (tratada) 96,4 98,5 100

Observa-se na tabela 18 que os

resultados de

recuperagcao sao

satisfatérios, com valores na faixa de 80 a 120 % para todos os analitos.
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5.1.4.2 Estudo de exatidao com material certificado

A tabela 19 apresenta os resultados da avaliacdo da exatiddo com material

de referéncia certificado.

Tabela 19. Avaliacdo da exatiddo com material de referéncia certificado

1643e na determinagao de metais em agua por ICP OES

(n=3) (n=3)
Xts Xts
Elemento Valor Valor Elemento Valor Valor
encontrado  certificado* encontrado  certificado®
(ug L) (ug L) (ug L) (ug L)

Al 155,3+11,7 141,8+8,6 Fe 68,3+ 1,2 98,1+1,4
Ag 1,00 £0,35 1,062 £ 0,075 K 201029 2034 + 29
B 155,5 + 6,1 1579+ 3,9 Li 12,104 17,4 £ 1,7
Ba 544 + 11 5442 +5,8 Mg 8211+102 8037198
Be 13,5+06 13,98+0,17 Mn 39,3+0,7 38,97 +0,45
Ca 32 608 £ 600 323001100 Na 21103+ 110 20 740 = 260
Cd 6,19+0,22 6,568 + 0,073 Ni 635+1,3 62,41+0,69
Co 27,0+ 0,1 27,06 £ 0,32 Pb 21,2+0,5 19,63 0,21
Cu 228+0,8 22,76 +0,31 \Y 39,0+3,8 37,86 0,59
Cr 194+28 20,40+0,24 Zn 78,2+1,8 785+22

* NIST 1469e

Os resultados encontrados foram concordantes para todos os elementos
determinados, com excegao do Fe, cujo valor encontrado foi bem inferior ao valor
certificado. Pb e Li apresentaram diferengas estatisticas significativas a um nivel
de 95 % de confianga entre os valores encontrados e certificados, no entanto os
resultados nos estudos de recuperagcdo apresentados na tabela 18 atestam a

exatiddao do método para Pb, Fe e Li.
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5.1.5 Precisao

5.1.5.1 Precisao inter dia e intra dia

Os valores de DPR(%) dos ensaios inter dia para os analitos nas dois tipos

de agua sao apresentados na tabela 20.

Tabela 20. Valores de desvio padrao relativo para a determinagdo de

metais em agua por ICP OES

DPR (%)
Intra Dia (n = 9) Intra Dia (n = 27)
Elemento (matriz) 1° Dia 2° Dia 3° Dia
Ag (manancial) 1,47 1,83 2,70 2,28
Ag (tratada) 0,64 2,21 1,10 2,00
Al (manancial) 1,43 1,01 2,11 1,92
Al (tratada) 0,51 1,02 1,53 1,16
B (manancial) 1,04 0,56 1,78 2,16
B (tratada) 0,91 1,23 1,56 2,21
Ba (manancial) 0,83 0,51 1,31 1,39
Ba (tratada) 0,53 0,47 1,38 1,11
Be (manancial) 0,66 0,64 0,93 1,27
Be (tratada) 0,41 0,44 1,08 1,18
Ca (manancial) 1,48 1,59 1,97 3,87
Ca (tratada) 5,54 5,29 5,27 3,36
Cd (manancial) 1,10 1,40 1,27 1,69
Cd (tratada) 1,00 1,16 1,68 1,63
Co (manancial) 0,57 1,03 0,93 1,02
Co (tratada) 0,38 0,58 0,88 1,02
Cr (manancial) 4,97 8,67 7,74 6,88

Cr (tratada) 7,96 9,56 10,5 8,63
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Tabela 20. Valores de desvio padrao relativo para a determinagao de

metais em agua por ICP OES

DPR (%)
Intra Dia (n =9) Intra Dia (n = 27)
Elemento (matriz) 1° Dia 2° Dia 3° Dia
Cu (manancial) 4,23 3,96 2,56 3,95
Cu (tratada) 1,09 1,58 5,66 12,43
Fe (manancial) 10,4 7,79 9,84 11,2
Fe (tratada) 9,71 5,84 5,94 11,1
K (manancial) 1,15 0,70 2,49 1,82
K (tratada) 0,86 1,46 1,80 1,36
Li (manancial) 0,69 0,84 1,32 1,33
Li (tratada) 0,86 0,85 1,17 1,49
Mg (manancial) 0,69 0,79 1,55 1,17
Mg (tratada) 1,91 2,40 3,81 3,26
Mn (manancial) 1,04 0,79 2,45 2,07
Mn (tratada) 0,73 0,46 1,26 1,28
Na (manancial) 0,64 0,88 2,03 1,93
Na (tratada) 1,00 0,91 1,84 1,43
Ni (manancial) 0,70 0,81 0,89 1,14
Ni (tratada) 0,30 0,92 1,16 1,16
Pb (manancial) 1,74 2,37 2,77 3,67
Pb (tratada) 1,35 1,29 5,08 5,84
V (manancial) 0,62 0,43 1,61 1,40
V (tratada) 0,31 0,74 1,47 1,41
Zn (manancial) 0,76 0,74 1,59 1,19
Zn (tratada) 0,47 0,85 1,68 1,08

Os resultados de DPR(%) foram considerados satisfatorios. Os valores

foram menores que 11% para as concentragbes de 1 mg L™, menores que 15%



5. Resultados e discussao 62

para as concentragdes de 100 ug L™ e menores que 21% para as concentracdes
de 10 pg L™ (Guilhen, 2010).

5.1.5.2 Teste de estabilidade do plasma

O teste de estabilidade de plasma foi realizado com leituras na linha de
emissdo do Mg Il. O teste foi feito de duas formas. O teste em tempo curto,
também chamado de “Short-Term Estability”, que foi feito com 20 medidas
consecutivas da solucdo de Mg na concentracdo 2,0 mg L™. O valor do desvio
padrao relativo foi igual a 0,961 %.

Em seguida foi feito o teste de tempo longo conhecido como “Long-Term
Estability” que correspondeu a leituras a cada 15 minutos durante 2 horas da
mesma solugdo empregada no teste de tempo curto. O valor do desvio padréo
relativo foi igual a 2,01 %.

Trabalhos anteriores com ICP OES obtiveram valores de 1,33 e 1,5% para
o teste de estabilidade de curto e longo prazo, respectivamente (Froes, 2009).
Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados neste estudo. Os resultados
permitem concluir que é possivel a determinacdo de um grande numero de

amostras pela metodologia desenvolvida sem perda de desempenho do aparelho.

5.2 Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de metais em
amostras de sedimentos por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com

Forno de Grafite

5.2.1 Otimizacdao inicial das condi¢cOes de operacdo do Espectrometro

de Absorcédo Atémica

As suspensdes entraram em ebuligdo no interior do tubo de grafite antes do
programa de aquecimento alcangar a temperatura de pré-secagem. Entdo, o
volume de suspensao introduzido e o tempo de duragao da etapa de pré-secagem

foram otimizados.
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Volumes maiores que 20 uL crepitaram no interior do tubo provocando
projecao de material para o exterior com consequente perda de sensibilidade e
diminuicdo da precisdo. Por isso, optou-se por introduzir no tubo 20 pL da
suspensdo, ao invés dos 40 pyL usualmente utilizados para solugdes aquosas.
Apesar de ser um volume menor, produziram-se sinais analiticos em intensidade
suficiente para continuidade do trabalho.

O tempo de duracéo da etapa de pré-secagem foi de 20 segundos, € nao 3
segundos, como é recomendado pelo fabricante do equipamento da GBC.
Conseguiu-se com este tempo otimizado, que a evaporagdo da amostra ocorresse
de forma branda e progressiva, evitando-se perdas da amostra com os prejuizos
ja discutidos para a sensibilidade e a precisdo. Na tabela 21 estdo apresentadas
as condi¢cdes de operacdo do aparelho otimizadas de acordo como descrito na
seccao 4.7.2, bem como as massas e o tipo de sedimento utilizados no preparo de

1 mL da suspenséo.

Tabela 21. Parédmetros instrumentais empregados do GF AAS da GBC para

a construgao de curvas de pirdlise e atomizagao na determinagcdo de metais em

sedimentos
Elemento A Fenda Corrente Time constant Massa de
(nm) (nm) (mA) (s) sedimento (mg)

Cu 324,0 0,5 3,0 0,1 100 *
Mn 279,5 0,2 5,0 0,2 10,0 **
Ni 232,1 0,2 4,0 0,5 100 **
Sn 286,3 0,5 8,0 0,3 100 **
Zn 213,9 0,5 5,0 0,2 100 *

*NRCC MESS - 2

** Sedimento da Lagoa da Pampulha

O Mn foi o unico metal que teve massa empregada de 10 mg, para os
demais se utilizou 100 mg. O motivo de se usar massa menor se deveu ao fato de

o sedimento da lagoa apresentar em sua composigdo concentragao relativamente
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elevada do Mn. Esta concentracao relativa mente alta produz sinal analitico acima
do limiar de proporcionalidade (Lei de Beer), entao foi necessario usar uma massa
menor de sedimento. Utilizou-se o sedimento NRCC MESS — 2 e n&o o sedimento
da lagoa da Pampulha para otimizar as metodologias para a determina¢do de Cu
e Zn, porque o sedimento da lagoa apresentava, em sua composi¢ao, alta
concentracdo deste metal, e mesmo que se usasse uma massa menor do
sedimento no preparo da suspensdo, nao seria suficiente para produzir sinal
analitico de intensidade adequada.

O fator “time constant” foi otimizado para obter-se um sinal cujo formato
fosse o mais atenuado possivel. Os valores de “time constant” para cada analito
sdo apresentados na tabela 21. O Ni necessitou de um tempo de “time constant”
maior que os demais elementos. As figuras de 10 a 12 ilustram o efeito sobre o
sinal analitico na mudanga no valor do “time constant” para determinacdo de Mn

em sedimentos.
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Figura 10. Sinal analitico para Mn em agua, sem emprego de modificador

permanente e “time constant” igual a 0,0 s.
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Figura 11. Sinal analitico para Mn em agua, sem emprego de modificador

permanente e “time constant” igual a 0,1 s.
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Figura 12. Sinal analitico para Mn em agua, sem emprego de modificador

permanente e “time constant” igual a 0,2 s.
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5.2.2 Otimizacdo univariada das metodologias de determinacdo de

metais em sedimentos

Todas as medidas feitas na etapa de otimizagdo das metodologias para
cada metal e nos estudos para obtencdo dos parametros de mérito apresentaram
sinais de fundo adequadamente corrigidos pela lampada de deutério. Tendo em
vista este aspecto os sinais analiticos apresentados em todas as tabelas das
segoes 5.2.2,5.2.3 € 5.2.4 ja sao os sinais devidamente corrigidos.

Curvas de pirdlise e atomizagao foram utilizadas para escolha do melhor
modificador permanente para cada analito, bem como para otimizar as
temperaturas de pirdlise e atomizacéao.

As suspensodes foram preparadas conforme descrito na seccédo 4.5.2. Foi
necessaria a contaminacdo das suspensdes para o Sn (100 pg L") e para o Ni
(200 pg L"), porque os sedimentos ndo possuiam concentracdo suficientes destes
metais para produgado de sinal analitico de intensidade adequada. Para Cu, Mn e
Zn nao foi necessaria executar a contaminacao da suspensao.

Nas figuras das secgdes 5.2.2.1 a 5.2.2.5, sdo apresentadas as curvas de
pirélise e atomizagcdo para cada modificador e para o ndo uso de modificador. A
curva relacionada ao simbolo do elemento com o apdstrofo apresenta os valores
de absorvancia obtidos na otimizacdo da temperatura de atomizacdo com a
temperatura de pirdlise fixa, exemplo: Rh’. A curva relacionada ao simbolo do
elemento sem o apostrofo apresenta os valores de absorvancia obtidos na
otimizagdo da temperatura de pirdlise com a temperatura de atomizacgao fixa,

exemplo: Rh.

5.2.2.1 Metodologia para determinacao de cobre em sedimentos

As curvas de pirdlise e atomizacdo na otimizagdo do programa de
temperatura do forno na determinacdo de Cu em sedimentos s&o apresentadas na
figura 13.

O melhor desempenho foi alcancado sem uso de modificador permanente.

Os maximos de absorgéo para o Cu foram observados em 700 e 2100 °C para as
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temperaturas de pirdlise e atomizacdo, respectivamente. O ndo uso de
modificador permanente para determinacdo de Cu é relatado nos primeiros
estagios de aplicagdo da técnica. Nesses trabalhos iniciais com o Cu foram
encontradas temperaturas de pirdlise em torno de 1000 °C (Welz, 1999).

O melhor desempenho do Cu, na auséncia de modificadores pode estar
associada a forma quimica do elemento na matriz. Quando metais aparecem
associados como nitratos, ocorre a decomposi¢céo do sal em 6xidos de nitrogénio
e oxidos do metal. O 6xido do metal se decompde em oxigénio e metal elementar
em temperaturas acima de 1800 °C (Volynsky, 2000).

Outros pesquisadores obtiveram melhores desempenhos usando uma
mistura de W-Rh na determinagdo de Cu em amostras de sedimentos digeridas
com 4acido cloridrico e nitrico (Lima, 2001). Com base nas curvas de temperatura
de pirdlise e de atomizacdo e otimizando-se as demais etapas foi montado o

programa de temperatura de forno que esta representado na tabela 22.
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Figura 13. Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagéo para Cu

em suspensoes de sedimentos
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5.2.2.2 Metodologia para determinacdo de manganés em sedimentos

As curvas de pirolise e atomizacdo na otimizagdo do programa de
temperatura do forno na determinagcao de Mn em sedimentos sédo apresentadas na
figura 14.

Com o uso de Ru como modificador as melhores temperaturas de pirdlise e
atomizagao foram, respectivamente, 1200 e 2500 °C. A estabilidade do sinal do
analito em temperaturas de pirdlise até 1200 °C é adequada para a aplicagdo do
método, pois pode-se assegurar a eliminacdo dos concomitantes da matriz. A
temperatura de 1200 °C para a etapa de pirdlise e o uso do Ru como modificador
permanente foi relatado em outros trabalhos (Volynsky, 2004). A efetividade do Ru
como modificador para o Mn pode estar associado a teoria acido-base/macio-duro
de Pearson, onde o Mn (acido macio) se combinaria preferencialmente ao Ru
(base macia), na formagdo de compostos intermetalicos que estabilizariam
termicamente os atomos do analito, para que a matriz pudesse ser efetivamente

eliminada na etapa de pirdlise (Volynsky, 2000).
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Com base nas curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagao, e
otimizando-se as demais etapas foi montado o programa de temperatura de forno

que esta representado na tabela 22.

5.2.2.3 Metodologia para determinacao de niquel em sedimentos

As curvas de pirdlise e atomizacdo na otimizagdo do programa de
temperatura do forno na determinacdo de Ni em sedimentos sdo apresentadas na
figura 15.

O modificador que apresentou o melhor desempenho foi o Rh. Com
temperatura 6tima de atomizacdo em 2500 °C e de pirdlise em 600 °C. Observa-se
que em temperaturas de pirdlise maiores que 600 °C ocorre uma queda

significativa do sinal do analito.
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Figura 15. Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizacédo para Ni em

suspensdes de sedimentos

Este fato pode estar associado a volatilidade relativa do Ni, se comparado a

outros metais determinados por GF AAS. De acordo com estudos anteriores, a
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temperatura de atomizagcédo em que o Ni é determinado em tubos de grafite com
aquecimento transversal é igual a 2500 °C, o que €& concordante com os
resultados em nosso estudo (Welz, 1999). O uso do Rh como modificador na
determinacao de Ni em sedimentos € também relatado por outros pesquisadores
em um trabalho de revisédo (Volynsky, 2004).

Com base nas curvas de temperatura de pirdlise e de atomizacao, e
otimizando-se as demais etapas foi montado o programa de temperatura de forno

que esta representado na tabela 22.

5.2.2.4 Metodologia para determinacdo de estanho em sedimentos

As curvas de pirdlise e atomizacdo na otimizagdo do programa de
temperatura do forno na determinacdo de Sn em sedimentos sao apresentadas na
figura 16.

O estanho apresentou maximo de absorcdo na temperatura de atomizacao
de 2500 °C com o Ir como modificador. O comportamento da curva de pirdlise foi
tipico para GF AAS sendo a temperatura de 900 °C em que ocorreu atenuagéo
significativa do sinal analitico. No entanto, o sinal analitico de maior intensidade
para o Sn durante a otimizacdo da temperatura de pirdlise ocorreu com o uso do
Zr como modificador. Tal fato pode ser explicado pela caracteristica do Zr em
formar compostos com o0 Sn, que sido estaveis termicamente, o que permite
trabalhos em temperaturas de pirélise maiores. O comportamento do Sn, em
presenca de Ir, na otimizagcdo da temperatura de atomizagdo, pode estar
relacionado a capacidade do Sn em formar compostos mais estaveis em
temperaturas mais altas com este modificador. O iridio € o elemento, dentre
aqueles utilizados como modificador quimico neste estudo, que possui 0 maior

ponto de ebuligdo (Volynsky, 2000).
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Figura 16. Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagado para Sn em

suspensdes de sedimentos

Estudos de Slaveykova e colaboradores mostraram que uma mistura de
Ir+Mg apresentou melhor desempenho como modificador para determinagao de
Sn em amostras de sedimentos e plantas (Volynsky, 2004). O numero de queimas
do tubo de grafite, ou ciclos de atomizagéo, (1520) em nosso estudo empregando
Ir foram compativeis com os valores (1750) encontrados por Silva e colaboradores
em um estudo empregando Ru como modificador para determinar estanho em
amostras de sedimentos apds extragdo com agua régia. Esse estudo contribui
para se destacar mais uma caracteristica favoravel ao uso de modificadores
permanentes, que € o aumento da vida util do tubo de grafite, mesmo em matrizes
agressivas com misturas de acidos e peroxidos, ao contrario do que normalmente
€ obtido com uso de modificadores em solugao (Silva, 1999).

Com base nas curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagao, e
otimizando-se as demais etapas foi montado o programa de temperatura de forno

que esta representado na tabela 22.
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5.2.2.5 Metodologia para determinacado de zinco em sedimentos

As curvas de pirolise e atomizacdo na otimizagdo do programa de
temperatura do forno na determinagao de Zn em sedimentos sao apresentadas na
figura 17.

O melhor modificador para determinagao de Zn em sedimentos foi o Rh. A
temperatura de atomizagao foi igual a 1800 °C e a de pirdlise foi 800 °C, uma
temperatura suficiente para eliminacdo dos concomitantes de matriz que podem
interferir na determinacdo do analito. Esta temperatura é concordante com a
temperatura de pirélise maxima obtida por outros pesquisadores trabalhando com

Zn utilizando Rh como modificador (Volynsky, 2004).
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Figura 17. Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagao para Zn em

sedimentos

Registros na literatura indicam que, independente do tipo de aquecimento
do tubo de grafite, transversal ou longitudinal, a temperatura da etapa de
atomizag&o empregada é nromalmente entre 1600 e 1800 °C, o que é concordante

com os resultados deste estudo (Welz, 1999). A intensidade de absorgao do Zn a
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400 °C durante a otimizagdo da temperatura de pirdlise sem o emprego de
modificador apresentou um valor mais alto que para a medida a mesma
temperatura em presengca do Rh. No entanto, as leituras feitas sem uso do
modificador apresentaram sinais analiticos que nao retornavam a linha de base e
com correcao inadequada do sinal de fundo, dificultando a interpretacédo dos sinais
obtidos.

Com base nas curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagao, e
otimizando-se as demais etapas foi montado o programa de temperatura de forno

que esta representado na tabela 22.

5.2.3 Parametros de mérito

A tabela 22 apresenta os programas de forno otimizados foram feitos os

estudos para obter os parametros analiticos de mérito.

Tabela 22. Programa de temperatura de forno otimizado univariadamente

para determinacao de metais em sedimentos por GF AAS

Etapa Temperatura (°C) Rampa (s) Tempo de Fluxo de Argbnio
permanéncia (s) (mL min™")

Pré-Secagem 90 15,0 20,0 250

Secagem 140 3,0 4,0 250

Pirolise 700 2 1200 °; 4,0 20 250

600 ° 900 °

Pirdlise 700 & 1200 °; 600 ; 0,0 2,0 0,0
800 ¢ ©

Atomizac&o 2100 & 2500 ¢ 1,02%; 0,4 %% 2,0 0,0
1800 °

Limpeza 2800 2,0 2,0 250

a=Cu;b=Mn;c=Ni;d=Sn;e=2n
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5.2.3.1 Massa caracteristica

Os valores das massas caracteristicas para cada analito e as estratégias de

modificagdo permanente investigadas sdo apresentados na tabela 23.

Tabela 23. Massas caracteristicas obtidas para as melhores condi¢cbes de
temperaturas de pirdlise e atomizacido na determinagao de metais em suspensodes
de sedimentos por GF AAS

(Pg)
Analito Zr Rh Ir Ru Sem modificador Recomendada
Cu 4.8 5,0 3,5 3,4 3,3 2,5
Mn 1,8 1,0 1,5 0,9 1,2 0,7
Ni 120 36 132 240 85 5
Sn 32 176 38 59 180 22
Zn 1,4 1,9 1,4 1,7 1,3 0,8

Observa-se que os valores de massa caracteristica de todos os elementos
foram préximos aos recomendados pelo fabricante do equipamento, excecao feita
ao Ni que apresentou valor igual a 36 pg, para o Rh como modificador
permanente, superior ao valor de 5 pg recomendado. No entanto, isto n&do pode
ser considerado, isoladamente, como evidéncia de que a otimizacdo da
metodologia tenha sido insuficiente. Os valores recomendados de massa
caracteristica sao obtidos em condi¢gbes ideais como, emprego de reagentes
ultrapuros, uso de tubos de grafite em excelentes condigdes e de aparelhos recém
fabricados, ou seja, na plenitude de seu funcionamento. Além disso, a massa
caracteristica recomendada é independente da matriz e € avaliada através de
medidas do sinal do analito em solu¢des aquosas. No presente estudo trabalhou-
se com amostras de sedimentos que sdo matrizes complexas e que podem causar
interferéncias que provocam atenuacgado do sinal analitico, como por exemplo, a

presenca de matéria organica (Welz, 1999). Além disso, a forma de introdugao da
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amostra no interior do tubo de grafite, por meio de suspensédo e sem uso de
estratégia de pré-concentracdo, pode nao ter sido suficiente para se alcancar

sensibilidade adequada para o Ni.

5.2.3.2 Linearidade e efeito de matriz

Para avaliagao da linearidade e do efeito de matriz foram construidas seis
curvas de calibragéo, sendo trés em agua Milli Q (curva aquosa) e trés no diluente
usado no preparo das suspensdes de sedimentos (mistura HNO3; e H»0;). Os
resultados das inclinagdes médias para cada elemento na curva preparada no
diluente e na curva aquosa estao na tabela 24.

As curvas de calibragdo foram consideradas lineares com valores dos
coeficientes de correlacdo maiores que 0,99 para todos os elementos. Nao se
verificou diferenca estatistica significativa entre as duas estratégias de calibragao.
Estes resultados demonstram que € possivel determinar metais em sedimentos
por meio de suspensdes preparadas com HNOj; e H,0, utilizando calibragcéo

aquosa.

Tabela 24. Avaliagao da inclinagdo das curvas de calibragdo aquosa e em

diluente na determinacdo de metais em suspensoes de sedimentos por GF AAS

Curva aquosa (n = 9) Curva no diluente (n = 9)
Elemento Inclinagao r Inclinagao r
Cu 0,0262 1,00 0,0281 0,999
Mn 0,00714 0,999 0,00709 0,999
Ni 0,00485 0,999 0,00476 0,998
Sn 0,000991 0,997 0,000996 0,993
Zn 0,0391 0,998 0,0388 0,999

r = coeficiente de correlacéo
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5.2.3.3 Limites de Quantificacdo e Deteccéao

Os limites de deteccdo e quantificacdo para os elementos, bem como os
valores maximos permitidos para cada metal em sedimentos de acordo com a

legislagao especifica, sdo mostrados na tabela 25.

Tabela 25. Limites de detecgdo e quantificacdo para determinacido de
metais em suspensdes de sedimentos por GF AAS e valores maximos permitidos

pela legislagao brasileira

LOD LOQ
CONAMA 344

Elemento  (ugL”")  (ugkg™)  (ugL™)  (ugkg™) (mg kg™)

Cu 0,631 6,39 2,05 20,5 400

Mn 4,01 40,1 13,0 130 ;

Ni 0,902 9,00 3,00 30,0 35,9

Sn 2,00 20,0 6,66 66,6 -

Zn 0,133 1,30 0,434 4,30 315

Os resultados apresentados na tabela permitem concluir que é possivel
aplicar as metodologias na determinagdo de metais em sedimentos com boa
sensibilidade. Os valores de LOQ sao menores que os valores maximos
permitidos pela Resolucdo 344 do CONAMA. O critério de qualidade estabelecido
pela legislagdo apresentado na tabela é o nivel |, que é o “limiar abaixo do qual
prevé-se baixa probabilidade de efeitos adversos a biota” (Brasil, 2004).

O resultado de LOD para Sn (20,0 ug kg”) é inferior ao encontrado por
outros trabalhos da literatura (57 pg kg') (Cal-Pietro, 2000). No estudo da
literatura utilizou-se solugdo de Triton X 100 para manter a suspensdo homogénea

e o modificador quimico empregado foi a mistura Pd + Mg.
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5.2.3.4 Exatid&o e preciséao

A avaliacdo da exatiddo das metodologias foi feita por meio de estudos
comparativos com amostras de material certificado. Os resultados sao
apresentados na tabela 26.

Os resultados apresentados demonstram que as metodologias
desenvolvidas apresentaram exatidao suficiente para determinar, com seguranga,
os elementos estudados em sedimentos por GF AAS, por meio da introducéo da
amostra na forma de suspensao. Os valores encontrados para as concentragoes
dos metais nos materiais de referéncia foram concordantes a um nivel de 95% de
significancia com os valores certificados, o que atesta a boa exatiddo das
metodologias propostas. Os valores de desvio padrdo relativo para as
determinagdes foram menores que 15%, que é o valor aceitavel para a faixa de
concentracdo de 100 de pg kg ~'. Para concentragdes menores, entre 10 e 100
100 de pg kg ~" o valor de DPR(%) aceitavel é de 21 % (Guilhen, 2010).

Tabela 26. Estudo de exatiddao e precisdo com material certificado para

determinacao de metais em suspensodes de sedimentos por GF AAS

Média + desvio padrao (n = 5)

Elemento Encontrado Certificado Material DPR (%)

(ug kg ™" (Mg kg ™" Certificado

Cu 34,1+0,8 34,6 +0,7 NIST 1944 2,35

Mn 444 + 16 440 £ 19 PACS - 2 4,32
365 + 21 357 + 11 MESS -2 5,75

Ni 41,5+1,2 395+23 PACS -2 2,89
50,5+0,9 49,3+1,8 MESS - 2 1,78

Sn 19,1+2,8 19,8 £2,5 PACS -2 14,7

Zn 98 +4 106 + 3 NIST 2709 4,08
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Os valores de DPR para Cu e Ni encontrados neste estudo, usando fluxo de
ar criado por uma bomba de aquario, foram iguais a 2,35 e 2,89%,
respectivamente, sédo inferiores a um resultado da literatura (3,13%) que faz uso
de sonda ultra sdnica para manter as suspensdes homogéneas (Cal-Pietro, 2000).
Além disso, esse trabalho da literatura emprega digestdo com agua régia no
preparo das amostras de sedimentos, ao contrario da proposta de preparo de
amostra de sedimentos desta tese que n&o faz emprego de pré-digestdo das
amostras. Em ambos os estudos, o da literatura e o apresentado nesta tese, as

amostras foram passadas em peneira 65 ym.

5.3 Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de metais em
amostras de peixes por Espectrometria de Absorcao Atdmica com Forno de
Grafite

5.3.1 Solubilizagc&o das amostras

As amostras de peixes foram solubilizadas em dois diluentes: o TMAH e o
Universol®. O TMAH foi empregado na solubilizagdo das amostras para
determinagdo de Mn, Pb e Zn em peixes, e o Universol® foi empregado na
solubilizacdo para determinacdo de Cd e Ni. O processo de solubilizagdo foi
descrito na sec¢ao 4.5.3. Duas massas de 200 mg da amostra foram solubilizadas
a 60 °C e empregando 500 uL de Universol® em uma aliquota 500 pyL de TMAH na
outra aliquota. Apds 30 minutos observa-se, na figura 18, que para o Universol® o
processo de solubilizagdo se completou antes do TMAH. A mistura com o
Universol® apresentou aspecto mais limpido que o tubo contendo TMAH e peixe.
Acredita-se que esse resultado tenha ocorrido porque o Universol®é composto por
substancias de maior carater basico que o TMAH, o que é coerente com o fato de
reagentes mais alcalinos solubilizarem mais facilmente materiais de natureza
organica (Nobrega, 2006). A mistura TMAH e peixe também apresentou 0 mesmo
aspecto limpido da mistura Universol® e peixes, no entanto, para se obter este

resultado € necessario deixar um tempo igual a 60 minutos, ou aquecer a mistura
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TMAH e peixes a 85 por 30 °C minutos. Além da vantagem apresentada pelo
Universol® em relacdo ao TMAH na solubilizagdo da mesma massa de peixe sob
as mesmas condigdes, deve se ressaltar que o uso do Universol® apresenta
vantagens de natureza ocupacional, tendo em vista que as substancias que
compdem a mistura Universol® sd0 menos toxicas e corrosivas que o TMAH. Além
disso o custo de aquisicao da mistura Universol® é cerca de 35% menor que do
TMAH.

Universol

Figura 18. Amostras de peixe solubilizadas com Universol® e TMAH

5.3.2 Otimizacdao inicial das condi¢cbes de operacédo do Espectrémetro

de Absorcéo Atbmica

A suspens3o alcalina preparada com TMAH e preparada com o Universol®
apresentaram comportamento térmico atipico no interior do tubo de grafite.
Durante a etapa de pré-secagem o liquido entrou em ebuli¢do de forma brusca em
temperaturas inferiores a 90 °C, que é a temperatura normalmente empregada em
GF AAS para amostras aquosas. A ebuligdo rapida provocou proje¢cao da amostra
para fora do tubo com prejuizos para a sensibilidade e a precisdo das medidas.

Para contornar esse problema, a temperatura de pré-secagem foi diminuida
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gradualmente até 60 °C, condigdo em que nao ocorreram perdas por ebuligdo da
amostra. Concomitante a mudanga de temperatura, alteraram-se o tempo de
rampa da etapa de pré-secagem de 5 para 15 s, o tempo de duragéo da etapa de
pré-secagem de 2 para 20 s e o volume de amostra diluida introduzida no tubo de
grafite foi diminuido de 40 para 20 pL. Essa otimizacao foi suficiente para garantir
evaporagao gradual e adequada da amostra solubilizada no interior do tubo,
garantindo precisao e sensibilidade suficientes a execugao das etapas seguintes
do trabalho.

O processo de otimizacgao inicial das condi¢cdes de operacdo do GF AAS foi
feito da mesma forma e chegou-se aos mesmos resultados, tanto para a amostra
solubilizada em Universol®, quanto para a amostra solubilizada em TMAH.

A tabela 27 apresenta os parametros de operacédo do equipamento GF AAS

em que foi desenvolvida a metodologia para a determinagcéo de metais em peixes.

Tabela 27. Parametros operacionais do GF AAS Perkin Elmer nos estudos

de determinacédo de metais em peixes

Elemento A (nm) Fenda (nm) Corrente (mA)
Cd 228,8 2,7 5,0
Mn 279,5 1,8 25,0
Ni 232,0 1,8 25,0
Pb 283,3 2,7 5,0
Zn 213,9 0,5 5,0

5.3.3 Triagem dos modificadores usados na otimizacdo multivariada

O programa de forno recomendado pelo fabricante foi adaptado na etapa de
otimizagdo inicial das condigbes de operagdo do GF AAS e empregado para
escolha dos dois modificadores para a otimizagdo multivariada. Os resultados
desta triagem sao apresentados na tabela 28.

Os modificadores empregados no planejamento fatorial foram Rh e W para

Cd, Mn e Ni; Ir e Zr para Pb Ir e Ru para Zn.
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Embora os resultados para Rh e Zr na determinagcdo de Pb tenham sidos
iguais na etapa de triagem de modificador, optou-se em trabalhar com o Zr porque
os sinais analiticos obtidos nas medidas feitas com este modificador apresentaram
aspecto mais tipico da técnica de GF AAS que os sinais obtidos usando o Rh
como modificador. Os sinais do Pb obtidos com o Rh como modificador
permanente apresentaram dois picos distintos, o que pode indicar a presenca de

duas formas quimicas do Pb durante a etapa de atomizagéo (Welz, 1999).

Tabela 28. Resultados da triagem de modificadores para determinacéo de

metais em peixes por GF AAS apés solubilizagao alcalina

Elemento (Solubilizante)
Cd Mn Ni Pb Zn

(Universol®) (TMAH) (Universol®) (TMAH) (TMAH)
ABS RSD ABS RSD ABS RSD ABS RSD ABS RSD
(n=%5) (%) (h=35) (%) (=5 (%) (=5 (%) (=35 (%)
Ru 0649 294 0,339 192 0,108 1,97 0,025 10,35 0,488 0,96
W 1,801 297 0,362 1,34 0,210 3,24 0,041 4,77 0,388 4,17
Rh 1,679 271 0,397 250 0,133 4,37 0,045 3,26 0449 0,93
Ir 1,214 069 0,020 8,63 0,074 8,19 0,070 2,08 0462 3,13
Zr 0,828 5,20 0,193 2,13 0,046 3,17 0,045 3,97 0,486 2,27
Sem* 1,376 3,12 0,340 3,23 0,103 459 0,016 6,78 0,295 1,58

* Nao uso de modificador permanente

Exemplo da eficiéncia da correcdo de background pelo emprego do
modificador permanente pode ser observado nas figuras 19 e 20. As leituras foram
feitas em uma amostra de peixe em TMAH preparada de acordo com o descrito na
seccao 4.2.3. A amostra solubilizada foi contaminada com Pb para obter-se uma
concentragdo final de 50 g L. As temperaturas de pirdlise e atomizagdo
empregadas nesta medida foram iguais a 400 e 2000 °C, respectivamente.

Nas duas figuras o sinal do Pb é representado pela linha cheia em azul e o
sinal do fundo é representado pela linha tracejada em vermelho. O uso de

modificador, Zr, € fundamental na correcdo adequada do sinal de fundo, além de
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propiciar a formacao de sinal analitico caracteristico da técnica de GF AAS. Pelas
figuras observa-se que o sinal analitico ndo retornava a linha de base antes de
completados os 5 segundos do tempo de integracdo, quando n&o € usado o
modificador. Ao se utilizar o modificador permanente ha formac¢do de sinal mais
afilado e que retorna a linha de base antes de completar o tempo de integragao.
Além disso, observa-se que a area integrada do sinal de fundo é reduzida de
cerca de 1,800 s para menos que 0,1 s. Sabe-se que com a corregédo do sinal de
fundo por meio de lampada de deutério, empregada nos equipamentos de GF
AAS utilizados neste estudo, é possivel considerar, para efeitos praticos que,
valores de sinal de fundo menores que 0,5 s, foram adequadamente corrigidos
(Welz, 1999).

/\[Transient Peaks Display - Sample001
Pb 283.31 Rep: 2

2.000]
Absorvancia, s r;‘” .

0.000]_~

0.0 Tempo, s 5.0
Pk Ht-AA: 0.8461 A BG:1.8445 A

Figura 19. Sinal analitico na determinacédo de Pb em peixes por GF AAS

sem uso de modificador
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Figura 20. Sinal analitico na determinacao de Pb em peixes por GF AAS

usando Zr como modificador permanente

O comportamento do Pb em presencga de Zr é atribuido a capacidade do
modificador em catalisar de forma eficiente os processos de degradagdo dos
concomitantes da matriz em temperaturas de pirdlise baixa, assegurando a
determinacao do Pb praticamente isenta de interferéncias na etapa de atomizagao
(Volynsky, 2004).

Todas as medidas feitas na etapa de triagem, na otimizagdo das
metodologias para cada metal e nos estudos para obtengdo dos parametros de
mérito apresentaram sinais de fundo adequadamente corrigidos pela lampada de
deutério. Tendo em vista este aspecto os sinais analiticos apresentados em todas
as tabelas das segbes 5.3.4, 5.3.5, 5.3.6 e 5.3.7 ja sdo os sinais devidamente

corrigidos.
5.3.4 Otimizacao multivariada
O planejamento fatorial foi empregado para estabelecer os fatores

significativos, as interagdes entre os fatores e os niveis de tendéncia (maximo ou

minimo) para cada variavel na determinagdo de metais em amostras de peixe
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solubilizadas em meio alcalino e em Universol®. Em seguida, foi construido um
CCD para indicar as condi¢cdes 6timas de anadlise. Para alguns Ni e Zn nao foi
possivel executar o CCD e utilizou-se a otimizagcdo univariada, os motivos desta

opc¢ao serao explicitados nas secgdes 5.3.4.3 € 5.3.4.5, respectivamente.
5.3.4.1. Otimizac&o para determinacdo de cAdmio em peixes

A otimizacdo das condigdes de analise: temperaturas de pirdlise e de
atomizagao, tempo de pirdlise e tipo de modificador foi feita empregando um
planejamento fatorial 2*". A tabela 29 apresenta os resultados deste planejamento
e o grafico de Pareto é mostrado na figura 21.

Observa-se no grafico da figura 21 que as variaveis estudadas sé&o
significativas, onde os efeitos principais indicam tendéncia negativa (nivel baixo)
para a temperatura de atomizacgao e tipo de modificador e tendéncia positiva (nivel

alto) para o tempo e temperatura de pirdlise.

Tabela 29. Planejamento fatorial 2*' empregado na otimizacdo da

metodologia para determinagdo de Cd em peixes por GF AAS apds solubilizagao

alcalina
Temperatura de Temperatura Tempo Absorvancia

Experimento atomizagdo (°C) de pirdlise (°C)  (s) Modificador (s)
1 1500 300 6 Rh 0,485
2 2000 300 6 W 0,115
3 1500 600 6 W 0,367
4 2000 600 6 Rh 0,311
5 1500 300 20 W 0,385
6 2000 300 20 Rh 0,320
7 1500 600 20 Rh 0,555
8 2000 600 20 W 0,261
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Figura 21. Grafico de Pareto do planejamento fatorial da metodologia para

determinacao de Cd em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina

A tendéncia negativa para a temperatura de atomizagao € coerente com a

caracteristica relativamente volatii do Cd que, em estudos com GF AAS, é

usualmente determinado em temperaturas de atomizagéo inferiores a 1800 °C

(Welz, 1999). Em um estudo de Tuzen e colaboradores, o Cd foi determinado em

amostras de peixes em temperatura de atomizagao igual a 1900 °C (Tlizen, 2003).
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Utilizaram-se as tendéncias dos efeitos das trés variaveis para construir um

CCD, que indica as condi¢des otimizadas do programa de temperatura do forno.

Estas leituras foram feitas utilizando-se 0 Rh como modificador permanente e os

resultados sdo apresentados na tabela 30.

Tabela 30. Matriz do CCD empregado na otimizagdo da metodologia para

determinacao de Cd em peixes por GF AAS ap0és solubilizacdo alcalina

Experimento Temperatura de  Temperatura Tempo Absorvancia
atomizacdo (°C) de pirdlise (°C) (s) (s)
1 1450 400 15 0,477
2 1450 400 25 0,488
3 1450 700 15 0,441
4 1450 700 25 0,379
5 1550 400 15 0,405
6 1550 400 25 0,403
7 1550 700 15 0,351
8 1550 700 25 0,350
9 1416 550 20 0,365
10 1584 550 20 0,456
11 1500 298 20 0,256
12 1500 802 20 0,433
13 1500 550 12 0,410
14 1500 550 28 0,428
15 1500 550 20 0,425
PC 1500 550 20 0,422

Os resultados dos experimentos mostrados na tabela 30 foram utilizados

para construir o modelo quadratico que produziu a superficie de resposta

apresentada na figura 22.

A equacao que descreve a superficie de resposta é:
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ABS = -0,89067 + 0,000495.TA — 0,000000120.TA* + 0,007636.TP —
0,0001858.TP? - 0,000000875.TA.TP - 0,0000000125.400.TA +
0,00000350.400.TP + 0,39930

Onde TA e TP sao as temperaturas de atomizacdo e de pirdlise,
respectivamente.

A resolugdo da equagao fornece as condi¢cbes otimizadas de analise:
temperaturas de pirdlise e atomizagao iguais a 410 e 1490 °C, respectivamente, e
tempo de pirdlise igual a 28 segundos. Estas condigdes fazem parte do programa
de temperatura do forno para determinagao de Cd em peixes que € apresentado

na tabela 37.
5.3.4.2 Otimizacao para determinacdo de manganés em peixes

A otimizacao das condi¢cbes de analise: tipo de modificador e temperaturas
de pirdlise e de atomizagéo foi feita empregando um planejamento fatorial 22 A
tabela 31 apresenta os resultados deste planejamento e o grafico de Pareto é

mostrado na figura 23.

61.4 1

1 Atomizacgao

1 por 2 por 3

Figura 23. Grafico de pareto para otimizacdo do GF AAS na determinagao

de Mn em peixes apos solubilizagao alcalina
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Tabela 31. Planejamento fatorial 2° empregado na otimizagdo da
metodologia para determinacdo de Mn em peixes por GF AAS apds solubilizagao

alcalina

Temperatura de Temperatura

Experimento atomizacgao (°C) de pirdlise (°C) Modificador Absorvancia (s)

1 2200 1400 w 0,416
> 2600 1400 w 0,543
3 2200 1700 W 0,361
4 2600 1700 w 0,462
5 2200 1400 Rh 0,365
6 2600 1400 Rh 0,450
v 2200 1700 Rh 0,402
8 2600 1700 Rh 0,397

Observa-se no grafico da figura 23 que as variaveis estudadas s&o
significativas, onde os efeitos principais indicam tendéncia positiva (nivel alto) para
a temperatura de atomizacgao e tendéncias negativas (nivel baixo) para o tipo de
modificador e a temperatura de pirdlise. Isto significa que, para obter-se maior
resposta, teve que se manter a temperatura de atomizagao na regido de 2600 °C,
temperatura de pirdlise em 1400 °C e usar W como modificador. A interagéo entre
tipo de modificador e temperatura de pirdlise foi positiva, o que significa que
combinando as tendéncias de seus efeitos principais (nivel baixo), se obtém maior
resposta. No caso das demais interagdes, temperatura de atomizagdo com tipo de
modificador e temperatura de atomizacdo com temperatura de pirélise, observa-se
que os valores foram negativos, indicando que a resposta diminui seguindo,
simultaneamente, as tendéncias de seus efeitos principais. Estabelece assim um
conflito entre as tendéncias dos efeitos principais e das interagdes, porém como

as magnitudes dos efeitos principais sdo maiores que as dos efeitos das
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interagcbes, as tendéncias dos efeitos principais sdo seguidas na montagem do
CCD para se obter uma maior resposta.

Na sequéncia, foi montado, um CCD para estabelecer as condi¢gdes 6timas
de andlise para as temperaturas de pirdlise e atomizagao utilizando tungsténio
como modificador permanente. A matriz do CCD com os resultados € apresentada

na tabela 32, e na figura 24 € mostrada a superficie de resposta do modelo.

TR

B o e

Figura 24. Superficie de resposta do CCD para otimizagcdo do GF AAS na

determinacao de Mn em peixes apds solubilizagao alcalina
A equacéao que descreve a superficie de resposta é:
ABS = 78,71048 + 0,039294.TA — 0,00000929.TA? + 0,035648.TP —

0,0000180.TP? + 0,000007214.TA.TP + 0,0000002345.400.TA  +
0,0000323.400.TP + 0,28754

Onde TA e TP sao as temperaturas de atomizacdo e de pirdlise,

respectivamente.
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Tabela 32. Matriz do CCD empregado na otimizagdo da metodologia para

determinagao de Mn em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina

Temperatura de Temperatura de

Experimento Atomizacao (°C) Pirolise (°C) Absorvancia (s)
1 2530 1300 0,683
2 2530 1500 0,728
3 2670 1300 0,782
4 2670 1500 0,825
5 2501 1400 0,739
6 2699 1400 0,787
7 2600 1260 0,723
8 2600 1540 0,758
PC* 2600 1400 0,755

* Valor médio da leitura de cinco replicatas

Os valores criticos derivados da equacao que descreve o modelo séo as
condigbes otimizadas de analise: temperaturas de pirdlise e de atomizagao iguais
a 1600 e 2700 °C respectivamente. Estas condi¢gdes fazem parte do programa de
temperatura do forno para determinacdo de Mn em peixes, apresentado na tabela
37.

5.3.4.3 Otimizac¢é&o para determinacdo de niquel em peixes

A otimizacdo do tipo de modificador e das temperaturas de pirdlise e
atomizacao foi feita empregando um planejamento fatorial 23. O grafico de Pareto
€ mostrado na figura 25 e os resultados deste planejamento na tabela 33
apresenta.

Pelo grafico de Pareto observa-se que a unica variavel indicada como
significativa na otimizagdo foi a temperatura de atomizagdo. A temperatura de

pirdlise e o tipo de modificador ndo foram indicados como variaveis significativas,
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e suas tendéncias foram positivas (nivel alto), sendo o modificador de melhor

desempenho o Rh.
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Figura 25. Grafico de pareto para otimizacdo do GF AAS na determinagao

de Ni em peixes ap0s solubilizagdo alcalina

Tabela 33. Planejamento fatorial 2° empregado na otimizagdo da
metodologia para determinacdo de Ni em peixes por GF AAS apds solubilizagao

alcalina

Temperaturade Temperatura

Experimento atomizagdo (°C) de pirdlise (°C) Modificador Absorvancia (s)

1 2200 1100 w 0,066
2 2600 1100 w 0,119
3 2200 1700 w 0,091
4 2600 1700 w 0,123
5 2200 1100 Rh 0,083
6 2600 1100 Rh 0,136
7 2200 1700 Rh 0,092
8 2600 1700 Rh 0,133
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Na impossibilidade de construir um CCD com apenas uma variavel, que
seria a temperatura de atomizacdo, Um planejamento CCD é uma ferramenta de
quimiometria que avalia diversas variaveis ao mesmo tempo, bem como as
interagbes entre elas. Normalmente, um CCD é construido com as variaveis
indicadas como significativas por outra ferramenta quimiométrica, normalmente
planejamento fatorial. Logo para se construir um CCD é necessaria mais de uma
variavel. Como apenas uma variavel foi indicada como significativa pelo
planejamento fatorial, decidiu-se continuar os estudos da otimizagdo das
condicdes de analise de forma univariada.

Uma curva de pirdlise e atomizacdo foi construida com experimentos
realizados utilizando o Rh como modificador permanente. As curvas sao

apresentadas na figura 26.
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Figura 26. Curva de pirélise e atomizagao para determinagao de Ni em peixes pro

GF AAS apds solubilizagao alcalina usando Rh como modificador permanente

As temperaturas de pirélise que apresentaram o0s maiores sinais em
absorcao foram entre 300 e 700 °C, no entanto os valores da absorgéo de fundo
foram acima de 0,5 s, indicando que nao houve corregdao de background nessas

condigbes. A formagdo acentuada de concomitantes da matriz nesta faixa de
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temperatura pode ter inviabilizado a corre¢ao do fundo. Entédo, considerou-se para
avaliagdo dos resultados, apenas as leituras realizadas em temperaturas de
pirdlise maiores que 800 °C. As temperaturas o6timas de pirdlise e atomizacéo,
observadas no grafico da figura 26, foram, respectivamente, 1500 e 2700 °C. Os
valores obtidos na otimizacdo univariada confirmaram a tendéncia apontada pelo
planejamento fatorial, de nivel alto para as temperaturas de pirdlise e atomizacao.
O programa de temperatura de forno para determinagdo de niquel em peixes é

apresentado na tabela 37.
5.3.4.4 Otimizacao para determinagcdo de chumbo em peixes

A otimizacdo das condigdes de analise, tempo de pirdlise, tipo de
modificador e temperaturas de pirdlise e de atomizagdo, foi feita empregando
planejamento fatorial 2*1 A tabela 34 apresenta os resultados deste planejamento

e o grafico de Pareto é mostrado na figura 27.

32.951 |

Figura 27. Grafico de pareto para otimizacdo do GF AAS na determinagao

de Pb em peixes por GF AAS ap0és solubilizagdo alcalina
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Tabela 34. Planejamento fatorial 2*' empregado na otimizagdo da

metodologia para determinagao de Pb em peixes por GF AAS apds solubilizagao

alcalina
Temperatura de Temperatura Tempo Absorvancia

Experimento atomizacgao (°C) de pirdlise (°C)  (s) Modificador (s)
1 2000 400 6 Ir 0,060
2 2500 400 6 Zr 0,067
3 2000 700 6 Zr 0,073
4 2500 700 6 Ir 0,064
5 2000 400 20 Zr 0,153
6 2500 400 20 Ir 0,046
7 2000 700 20 Ir 0,052
8 2500 700 20 Zr 0,080

O grafico de Pareto para o Pb na figura 27 mostra que as variaveis sé&o
significativas, com efeitos principais com tendéncias positivas (nivel alto) para o
tipo de modificador e o tempo da etapa de pirdlise, e tendéncias negativas (nivel
baixo) para as temperaturas de pirdlise e de atomizagao. O efeito positivo da
interac&do entre as temperaturas de atomizagao e de pirdlise € concordante com as
tendéncias dos seus efeitos principais, ou seja, se obtém maiores respostas
mantendo as temperaturas de atomizagcao e pirdlise, simultaneamente, em seus
niveis mais baixos. As demais interagbes possuem tendéncias opostas as dos
efeitos principais, mas analisando as magnitudes dos efeitos principais, se obtém
uma maior resposta nas regides de temperatura de atomizacdo de 2000 °C,
temperatura de pirélise de 400 °C, tempo de pirdlise de 20 segundos e usando Zr
como modificador.

O planejamento composto central foi montado com as tendéncias

apontadas no planejamento fatorial e utilizando o Zr como modificador
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permanente. A tabela 35 apresenta a matriz do CCD e a figura 28 a superficie de

resposta obtida.

BTIGRRMEN
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Figura 28. Superficie de resposta do CCD para otimizagcdo do GF AAS na

determinacao de Pb em peixes por GF AAS apds solubilizacao alcalina

A equacéao que descreve a superficie de resposta é:

ABS = -0,89067 + 0,000495.TA — 0,000000120.TA*> + 0,007636.TP —
0,0001858.TP? - 0,000000875.TA.TP - 0,0000000125.400.TA +
0,00000350.400.TP + 0,39930

Onde TA e TP sao as temperaturas de atomizacdo e de pirdlise,
respectivamente.

Os valores criticos derivados da equacao que descreve o modelo sdo as
condigdes otimizadas de analise: temperaturas de pirdlise e de atomizagéo iguais
a 400 e 2000 °C respectivamente, e tempo da etapa de pirdlise igual a 26 s. Estas
condigdes fazem parte do programa de temperatura do forno para determinacgao

de Pb em peixes que é apresentado na tabela 37.
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Tabela 35. Matriz do CCD empregado na otimizagdo da metodologia para

determinacao de Pb em peixes por GF AAS apés solubilizagao alcalina

Temperatura de Temperatura de Absorvancia
Experimento  atomizagéo (°C) pirdlise (°C) Tempo (s) (s)
1 1800 350 15 0,057
2 1800 450 15 0,072
3 1800 350 25 0,057
4 1800 450 25 0,070
5 2200 350 15 0,058
6 2200 450 15 0,067
7 2200 350 25 0,051
8 2200 450 25 0,067
9 1664 400 20 0,070
10 2336 400 20 0,062
11 2000 400 12 0,066
12 2000 400 28 0,064
13 2000 316 20 0,054
14 2000 484 20 0,072
PC 2000 400 20 0,078
PC 2000 400 20 0,079
PC 2000 400 20 0,079
PC 2000 400 20 0,076
PC 2000 400 20 0,077

5.3.4.5 Otimizacao para determinacado de zinco em peixes

A otimizagao do tempo de pirdlise, tipo de modificador e das temperaturas
de pirdlise e de atomizagdo, foi feita empregando planejamento fatorial 25 A
tabela 36 apresenta os resultados deste planejamento e o grafico de pareto é

mostrado na figura 29.
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Tabela 36. Planejamento fatorial 2*' empregado na otimizagdo da

metodologia para determinacao de Zn em peixes por GF AAS apds solubilizagao

Experimento l:)Z?:arZ:)rj"ie) dli)ritz:sr:t;?) Te(r:)po Modificador Absog)é‘nCia
(4)modi %////4%////////////////////////////% -50,5385

-43,7692

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 29. Grafico de pareto com os resultados do planejamento fatorial

para Zn em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina
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O gréfico de Pareto mostra que as variaveis estudadas foram significativas,
onde os efeitos principais indicam tendéncia positiva (nivel alto) para o tempo da
etapa de pirdlise, e tendéncia negativa (nivel baixo) para as demais variaveis. Isto
significa que para obtermos as maiores respostas devemos usar o Zr como
modificador, as temperaturas de atomizagéo e de pirdlise proximas a 1800 °C e
400 °C , respectivamente, e o tempo de pirdlise igual a 20 segundos. A interagdo
entre a temperatura de atomizacao e o tempo de duracio da etapa de pirdlise foi o
efeito de maior magnitude apontado pelo grafico de Pareto. A interagéo
apresentou tendéncia negativa (nivel baixo), sugerindo que para um tempo maior
da etapa de pirdlise ndo € possivel utilizar temperaturas de atomizagao baixas,
prejudicando os processos de atomizagédo causando diminuigao da resposta.

Com as tendéncias apresentadas pelas variaveis foi montado um CCD para
indicar as condi¢cbes oOtimas de analise, no entanto as superficies de resposta
geradas se apresentaram como ponto de cela. Mesmo com alteragdes nos niveis
das variaveis o aparecimento do ponto de cela persistiu. A impossibilidade de se
continuar com o estudo multivariado para metodologia de determinagdo de Zn em
peixes, pode ter acontecido porque os niveis minimos ou maximos estudados no
planejamento foram inadequados para determinacdo do metal. Por exemplo, uma
temperatura alta de atomizagdo em um dos pontos do planejamento pode
provocar a volatilizagcdo do analito reduzindo drasticamente o sinal analitico. Ou
uma temperatura baixa de pirdlise ndo ser suficiente para destruicado da matriz, de
forma a gerar sinais analiticos atipicos para a técnica, e de reprodutibilidade
inadequada, o que dificulta a avaliagao dos resultados.

Assim sendo, optou-se por fazer a otimizagado das condigdes de analise de
forma univariada, através de curvas de pirdlise e de atomizacéo (figura 30). No
estudo univariado utilizou-se o Zr como modificador e o tempo de duragdo da
etapa de pirdlise empregado foi o nivel maximo de 20 s, como indicado pelo
planejamento fatorial.

As temperaturas otimas de pirdlise e de atomizacdo foram,
respectivamente, 400 e 2000 °C. Os niveis minimo e maximo estudados no

planejamento fatorial para a temperatura de atomizagao foram de 1800 e 2300 °C,
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respectivamente. Logo, pode se concluir que, a temperatura de 2000 °C,
encontrada na otimizacao univariada, foi concordante com a tendéncia apontada
pela otimizagdo multivariada. A temperatura de pirdlise encontrada na otimizagéo
univariada também foi concordante com a tendéncia apontada pelo planejamento
fatorial.

Essas temperaturas formaram o programa de temperatura de forno para a

determinacao de Zn em peixes e € apresentado na tabela 37.
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Figura 30. Curva de pirdlise e atomizagcao para determinagdo de Zn em
peixes por GF AAS apds solubilizagdo alcalina usando Zr como modificador

permanente

A tabela 37 apresenta o programa de temperatura de forno para todos os
metais estudados na secg¢ao 5.3. Este programa foi empregado na obtengao das

figuras de mérito das metodologias.
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Tabela 37. Programa de temperatura de forno otimizado para determinagao

de metais em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina

Etapa Temperatura Rampa Tempo de Fluxo de Argbnio
(°C) (s) permanéncia (s) (mL min™")
Pré-Secagem 60 15,0 20,0 250
Secagem 140 3,0 4,0 250
Pirdlise 410 2; 1600°; 4,0 28 @; 250
1500 ¢ 400 %° 20 > ©¢; 26¢
Atomizagao 1490 #; 2700 ¢; 0,5 5,0 0,0
2000 ¢ ®

Limpeza 2800 2,0 2,0 250

a=Cd;b=Mn;c=Ni;d=Pb;e=2n

5.3.5 Linearidade e seletividade (efeito de matriz)

A linearidade e o efeito de matriz foram estudados através de seis curvas
de calibracdo, sendo trés em &gua Milli Q (curva aquosa) e trés em peixe
solubilizado em TMAH ou Universol®. Foi aplicado teste F e teste t de student a
um nivel de 95 % de significancia para avaliar se ocorreu diferenga entre as
inclinagdes das curvas nos dois meios. Os resultados sao apresentados na tabela
38.

Tabela 38. Avaliagdo da inclinacdo das curvas de calibragdo na

determinacao de metais em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina

Curva aquosa (n = 3) Curva em peixe solubilizado (n = 3)
Elemento Inclinagao r Inclinagao r
Cd 0,0999 0,997 0,0977 0,997
Mn 0,0250 0,997 0,0318 0,993
Ni 0,0688 0,999 0,0680 0,999
Pb 0,0137 0,999 0,0114 0,987

Zn 0,00471 0,991 0,00508 0,993
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Observa-se na tabela 38 que os valores dos coeficientes de correlacdo das
curvas de calibragao foram maiores que 0,99, indicando linearidade satisfatoria.

Nao foi apresentada diferenca estatistica entre as inclinagdes das curvas de
calibracdo nos dois meios, o que permite afirmar que o efeito de matriz nao
interfere na determinagcado dos metais. Excecéo feita as estratégias de calibragcéo
na determinacdo de Mn, que apresentaram diferenca significativa, o que leva a
concluir que ocorreu efeito de matriz na determinagao deste analito, o que impede
0 uso de calibragdo aquosa na determinacdo de Mn em peixes empregando a
metodologia proposta. Para este metal deve se usar a calibragdo por adigdo de

analito.

5.3.6 Limites de Detecc¢éo e Quantificacao

Os valores dos limites de deteccao e quantificacdo para a determinagao de

metais em peixes por GF AAS sao apresentados na tabela 39.

Tabela 39. Limites de deteccdo e quantificagdo para determinacido de
metais em peixes por GF AAS apods solubilizacdo alcalina e valores maximos

permitidos pela legislagao brasileira

LOD LOQ
Elemento  (ugL7) (ngkg™)* (ngL") (ngkg™)* ANVISA 685 (ugkg")
Cd 0,316 15,8 1,05 52,7 1000
Mn 0,900 45,0 3,00 150 -
Ni 1,36 68,0 4,54 227 5000
Pb 0,111 5,55 0,370 18,5 2000
Zn 2,56 128 8,53 427 50000

* Em relacdo a massa utilizada no preparo da suspenséo alcalina

Os valores de LOQ apresentados na tabela 39 permitem afirmar que, é

possivel determinar os metais estudados em peixes atendendo as exigéncias da
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legislagdo. Os valores de LOQ para Ni e Cd, por exemplo, foram cerca de vinte

vezes menor que o limite maximo permitido pela Portaria 685 da Anvisa.

5.3.7 Exatiddo e precisao

O estudo de exatidao para as metodologias é apresentado na tabela 40. O

estudo foi feito com material de referéncia certificado.

Tabela 40. Estudo de exatiddao e precisdo com material certificado para

determinacao de metais em peixes por GF AAS apds solubilizagao alcalina

Elemento NRCC TORT-2 NRCC TORT-2 RSD (%)
valor encontrado valor certificado n=>5
(mg kg™ (mg kg™)

Cd 21,5+0,8 26,7 +0,6 3,70
Mn 11,2+ 1,0 13,6 +1,6 8,93
Ni 2,78 £ 0,21 2,50+0,19 7,55
Pb 0,40 £ 0,05 0,35+0,13 12,5
Zn 182 + 11 180+ 6 6,04

As concentragdes encontradas sdo concordantes com os valores do
material certificado a um nivel de 95% de significancia. Os valores de DPR%
foram menores que 11%, que é o valor de referéncia para medidas de
concentragdes da ordem de 1 mg L™, menores que 15% para as medidas de
concentragdes de 100 ug L™ e menores que 21% para as concentracdes de 10 Mg
L™ (Guilhen, 2010).
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6. Concluséao

Com os resultados obtidos podemos concluir que:

- A otimizacdo da condicdo robusta de operacéo do ICP OES foi
suficiente para garantir a determinacao simultanea de 20 elementos em
dois tipos de agua diferentes, de manancial e tratada.

- Os valores dos limites de quantificagdo da metodologia para
determinacdo de metais em aguas por ICP OES sado menores que 0S
valores maximos estabelecidos pela legislacdo do Brasil, o que permite
empregar a metodologia para o monitoramento da presenca dos 20
metais em &gua tratada e de manancial sem necessidade de
procedimentos de pré-concentracao.

- Os demais parametros de mérito (linearidade, exatiddo e
precisdo) para a metodologia desenvolvida para ICP OES foram
concordantes com as exigéncias especificadas para considerar a
metodologia validada.

- Nao ocorreu efeito de matriz para todos dos elementos, com
excecdo do ferro em agua de manancial, determinados por ICP OES.
Isto torna possivel a utilizacdo de calibracdo com agua Milli Q e nédo faz
necessario o uso de calibracdo por adicdo de padrdo. Esta concluséo é
especialmente importante, tendo em vista que a metodologia sera
empregada pela COPASA no controle de qualidade da agua tratada e
distribuida & populagéo das cidades onde a empresa atua. O numero de
amostras analisadas pela empresa € da ordem de centenas por més, o
gue torna a calibracdo em agua Milli Q, particularmente atrativa para a
aplicacao da metodologia desenvolvida na tese.

- A metodologia de preparo de amostra de sedimentos por
suspensao para GF AAS € uma alternativa ao preparo com digestao

acida.
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- O fluxo de ar criado pela bomba de aquario foi suficiente para
manter a suspensado de sedimentos homogénea. Os valores de DPR%
encontrados corroboram esta afirmagdo. Os valores foram sempre
menores que 15%, que € o valor aceitavel para a faixa de concentracéo
dos metais presentes nos sedimentos estudados. Os valores de DPR%
obtidos neste trabalho sdo compativeis com registros da literatura que
fazem uso de estratégias mais caras de manutencdo da homogeneidade
das suspensdes, como uso de sondas ultra-sbnicas, por exemplo. A
bomba de aquario comercial empregado tem custo entre R$ 40,00 e R$
50,00. As sondas ultra-sdnicas comerciais tém custo da ordem de
milhares de dolares americanos. Além disso, o preparo das amostras
proposto no trabalho desta tese, consistiu em pesagem do sedimento no
copo do amostrador automatico do equipamento GF AAS, seguida da
adicdo da mistura diluente, ndo houve nenhum tipo de procedimento de
pré-digestao.

- Os valores dos limites de quantificacdo das metodologias
desenvolvidas para determinacdo de metais em peixes e sedimentos por
GF AAS foram suficientes para atender as exigéncias da legislacdo do
Brasil, assim como os demais parametros de mérito como, linearidade,
exatiddo e precisdo foram concordantes com as exigéncias
especificadas para considerar as metodologias validadas.

- O uso da modificacdo permanente foi suficiente em garantir a
determinacdo dos metais em suspensao de sedimentos com correcao
adequada dos interferentes de matriz.

- A solubilizacdo alcalina com TMAH e Universol® foram
estratégias adequadas para determinacdo de metais em peixes por GF
AAS, tendo os parametros de mérito como linearidade, exatiddo e
precisdo foram concordantes com as exigéncias especificadas para
considerar a metodologia validada.
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- As amostras de peixe foram solubilizadas com Universol® em
condicGes de temperatura branda e em tempo relativamente baixo que
as estratégias empregando solubilizacdo em meio acido a quente.

- O reagente Universol® apresentou-se como uma estratégia
adequada para solubilizacdo de amostras de peixes para determinacao
de Cd e Ni por GF AAS.
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