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RESUMO

Por prover informagfes sobre o funcionamento da@alpadismo de seres
vivos, antigas formaces geologicas, habitos aliaren de antigos
povos e também permitir estudos de toxicidade, termiénacao de
elementos trago em amostras animais e boténicas diespertado
interesse. Neste contexto a espectrometria de@msatdmica de alta
resolucdo com fonte continua utilizando a andlisgalde sélidos é uma
técnica ideal por ser: rapida, sensivel e econgrpeanitindo seu uso
em complexos estudos como também para analise tilea.rd-oi
desenvolvido um método para a determinacdo de MnkRble Sr em
amostras botanicas e bioldgicas. Otimizaram-seac&metros térmicos
obtendo-se uma temperatura de pirélise e atomizialgid de 1000 e
2500°C para Mn, de 1000 e 2680 para o Ni, de 800 e 250G para o
Rb e de 900 e 260%C para o Sr. Avaliou-se a homogeneidade das
amostras concluindo-se que podem ser utilizadas paicro e
submicroanadlises. Avaliaram-se as curvas de cafibraerificando-se a
possibilidade do emprego de curvas feitas utilivasel solugbes
aguosas. Para as amostras botanicas, com excedipfdopossivel o
emprego da curva aguosa para a quantificacio doesigi@analitos (Mn,
Rb e Sr). J& as amostras de tecido animal o me&mdon observado
devido a complexidade de sua matriz, sendo possiveinprego da
curva aquosa apenas para o Mn. Determinou-se MriRiNe Sr em
amostras botanicas e bioldgicas obtendo-se linditedeteccao de 5, 2,
103 e 10 ngg, respectivamente. Para as amostras botanicasagangu
e amostras biologicas de tecido de ostra, muscelpaixe e figado
bovino foram determinadas concentracdes de 0,3246 21gg" para o
Mn, 1,13 a 3,57 pghpara o Ni, 4,04 a 44,29 pgpara o Rb e 0,42 a
435 pgd para o Sr. O método proposto demonstrou elevada
sensibilidade, praticidade, rapidez e confiabilelagndo viavel para a
andlise de rotina em amostras botanicas para elssaentos. Devido a
matriz complexa das amostras biolégicas, calibratiizando materiais
de referéncia certificados foi necessaria, resdtiaem uma boa
exatidao para a determinacdo dos analitos.

Palavras-chave:Analise de amostras biol6gicas. Andlise direta de
sodlidos. SS-HR-CS AAS.






ABSTRACT

Due to the ability to provide information about timetabolism of living
beings, ancient geological formations, habits ofiemt people and to
enable toxicity studies, the determination of tralgments in animal and
plant samples has attracted attention. In thisesansolid sampling high
resolution continuum source atomic absorption spewtry is an
interesting alternative due to its high analytitetjuency, low cost and
high sensitivity, allowing its use for complex siegland also for routine
analysis. This work describes the development pfethod aiming at
the determination of Mn, Ni, Rb and Sr in biologi@nd botanical
samples. The optimum pyrolysis and atomization exepres were
determined as 1000 and 25Q0for Mn, 1000 and 2608C for Ni, 800
and 2500°C for Rb, 900 and 260 for Sr. The homogeneity fator for
the samples was verify and the samples were fguiidble for micro
and submicroanalyses. Several calibration apprcacleze evaluated,
aiming at verifying the possibility of employing ldaation curves
against aqueous standards. For the botanical ssmyté the exception
of Ni, it was possible the use of aqueous curveterquantification of
other analytes (Mn, Rb and Sr). For animal tissammies, the same
approach was not adequate, due to the complexitheofnatrix, being
possible the use of aqueous curve only for Mn.dswetermined Mn,
Ni, Rb and Sr in botanical and biological samplbtaiming a detection
limit of 0.005, 0.002, 0.1 and 0.01 ug,gespectively. For the botanical
samples of guarand and biological samples of oys$sue, fish's
muscle and bovine liver were determined conceomatdf 0.32 to 20.46
g g*for Mn, 1.13 to 3.57 pg for Ni, 4.04 to 44.29 ugtfor Rb and
0.42 to 4.35 pg gfor Sr. The proposed method showed high sensitivit
convenience, speed and reliability, allowing ite @gr routine analysis
in botanical samples for these elements. Due tactimeplex matrix of
biological samples, calibration against a solich@téad was required,
resulting in good accuracy for the determination tbé evaluated
analytes.

Key-words: Biological sample analysis. Direct solid sampligg-HR-
CS AAS.
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1 INTRODUCAO

Mediante a determinacdo de elementos traco em aasost
bioldgicas, é possivel obter informacfes relevamtesspeito do
funcionamento e manuten¢do do metabolismo de sgves[1,2],
formacgdes geoldgicas[3] , estudos toxicologicoséfitre outros.

Entre estes metais, 0 manganés, tem grande immiataos
seres vivos. Devido a atividade da fosfotransferaseMn é
primordial no crescimento de plantas e para o f{rarte de
aclcares em micro-organismos e auxilia na formagd@icecido
0sseo0 e conjuntivo sendo importante para o crestonale
animais.[2] Sua determinacdo também permite obtforinacdes
relevantes para a quimica ambiental, por elucidi@rantes ciclos
bioquimicos, tais como bioacumulacdo em seres Vi8psPor
apresentar toxicidade ao sistema nervoso centrahbéan
possibilita estudos toxicolégicos e alimentares)deea principal
fonte de manganés aos seres humanos a alimentagéespecial
produtos de origem vegetal, como o arroz e o tf&jo.

Mesmo ndo possuindo fun¢cdes biolégicas esclarecésas
seres humanos, o niquel desperta interesse naréeé@a, dada a
sua ampla distribuicdo no meio ambiente, sendo rdatoinacao
pela ingestdo de alimentos ou Agua contaminadan alé seu
elevado potencial alergénico.[4] Apesar disso, guel € um dos
principais micronutrientes em plantas. Por seraomponente de
diversas enzimas responsaveis pela reducédo demitatre elas a
urease, auxilia o transporte de nitrogénio na plampedindo a
acumulacédo de ureia, que, por sua vez, é toxica.[5]

Além destes elementos, estudos relacionados
determinacdo de rubidio e estréncio, tém ganhadstadee.
Devido a grande aplicabilidade de compostos de diobiem
diferentes ramos da induastria como farmacia, fadfiga e de
componentes eletrébnicos em geral, tem surgido ergsc
preocupacdo, uma vez que ha estudos na literatladando sua
toxicidade.[6] Apesar de sua grande massa atdmiaa,
similaridades entre o Rl ion K, tais como similar raio de ion
hidratado, faz com que ambos compitam pelos sidithgos de
diversas enzimas, sendo sua concentracdo maioowmoafo nivel
tréfico que ocupa o ser vivo.[7]

O estréncio por sua vez, devido a sua baixa maoduiéd
pode ser utilizado como um importante indicadorovend

g_))
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informacfes relevantes a respeito da regido e a®tds
alimentares de diferentes organismos.[8] Por stisto célcio
nos 0ssos auxiliando a uma maior densificacdoayssgossivel
associar a determinacdo de estrdncio com os hablto®ntares
do individuo.[9]

Devido a exposicdo a estes elementos estar reladirem
sua maioria, a ingestdo de alimentos, é necesa&laboracédo de
diferentes metodologias para a determinacdo dessdais nas
mais variadas amostras biolégicas e botanicas.apogsentarem
uma matriz complexa, concentracbes em quantidadiémsds e
distribuicdo heterogénea; a determinacdo de met@isamostras
biolégicas e botanicas oferece desafios, neceskitaro
desenvolvimento de metodologias sensiveis, pragcesnfiaveis.

Nesse contexto a técnica de analise direta de adlem
conjunto com a espectrometria de absorcdo atdbmieaalda
resolucdo com fonte continua (SS-HR-CS AAS) surgma@ uma
promissora técnica. Entre suas vantagens, destaeam-
simplificagdo do preparo da amostra, elevada cdpade de
deteccdo e reducdo na geracao de residuos[10,1AEX disso,
essa técnica, em conjunto com a espectrometria lmrgdo
atdbmica de alta resolucao com fonte continua, pasgassuir um
eficiente sistema de correcdo de fundo, facilitamdandlise de
solidos introduzidos diretamente ao forno.[12,13]

Sob essa premissa, o presente trabalho, visa delsenwum
método rapido, sensivel e confiavel para a deteagéio de Sr,
Rb, Ni e Mn em amostras bioldgicas e botanicas darana
utilizando a técnica de SS HR-CS AAS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Técnicas para a determinacdo de Mn, Ni, Rb e Sr

Em fungéo da concentracdo de diferentes elemeniqdamntas e
animais, prover informacg@es relevantes sobre aiiled antropogénicas
[14,15], ciclo de micronutrientes e geoquimicos3[16], diversos
procedimentos metodoldgicos para a quantificac@mentar, ja foram
propostos na literatura[14-18].

Os procedimentos relatados na literatura utilizaam sua
maioria, procedimentos complexos e laboriosos manareparo das
amostras. Para amostras botanicas, especificaraaita concentracao
de silica requer procedimentos mais rigorosos padigestao, assim
como o emprego de acidos fortes, como o &cidoiltioo.[14] Além
disso, uma vez que uma alta concentracdo de HEeSsdia, partes do
equipamento onde sera realizada a andlise podetasdicadas[17],
vindo a requerer mais uma etapa no procedimentgrdparo da
amostra e com isso um maior tempo de analise.

Visando 0 uso de um substituto para o HF, Sapkatalegas
empregaram HBFem um estudo de determinacdo de elementos traco
(Sr e Mn) em amostras de plantas e de turfa, aitle espectrometria
de emissdo ¢ptica com plasma indutivamente acop{#ciB-OES).
Apesar do sucesso da andlise e do baixo limiteetecddo encontrado
(0,3 e 0,2 ug I para 0 Mn e Sr, respectivamente), os autoresarafa
a dificuldade em digerir as amostras contendoasils; uma vez que
HNO; sozinho ndo seria suficiente para abrir a amostemdo
necessario do emprego de um &cido mais forte coBB,.HAInda,
durante o preparo da amostra foram desprendidesiff@tos para que
fosse finalizado o programa de temperatura do mwaias, sendo
necessarios mais 35 minutos apds seu término. [16]

Em um estudo similar, Sucharova e colegas avaliaiferentes
métodos de digestdo em microondas para a detetdwinde 35
elementos em plantas, entre estes Mn, Ni, Rb EdBam avaliados trés
métodos, denominados liviemente de “A” (adicdo d¢Okle HO,),
“B” (adicdo de HNQ, H,O,, HF e HBO3) e “C” (adicdo de HNg)
H,0,e HBF;), sendo empregado aos dois Ultimos métodos unestéig
extra, apos a realizacdo da primeira digestdo grawedimento B uma
pré-etapa a essa digestdo, visando eliminar o sxcsHF. Os autores
concluiram que a concentracdo de silica afetavetadiente a
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concentracdo dos analitos nas amostras. Além de petsente em
baixa concentracdo, a digestdo empregando H&®LO, ndo seria
suficiente para promover a quebra da ligacdo eite Ni, levando a
uma baixa recuperacdo do analito. A determinac¢a&e demetal por
outros procedimentos resultou em concentracdes resaigue as
certificadas sugerindo a contaminagdo da amostemtkio seu preparo.
J4 a determinagéo de Mn, Rb e Sr ndo houve inflag@eto processo de
digestdo utilizado. [17] Estes mesmos problemambéan foram
observados por Buchmann e colegas, ao digerir amsostrtificadas de
referéncia (folhas de pinheiro) com auxilio de miondas empregando
15 mL de HNQ, visando o desenvolvimento de uma metodologia para
monitorar bioindicadores.[15]

Margui e colegas compararam a determinagdo de Nn em
plantas préximas a zonas de garimpo, utilizandceaspmetria de
fluorescéncia por raios-x (XRF) e a técnica de @®S. Com o uso da
primeira técnica, a amostra ndo passou por nenhatanrtento sendo
analisada diretamente, obtendo-se por este méimited de deteccao
de 1,1 e 4 mg Kkjpara o Sr e Mn, respectivamente. J&4 na analise por
ICP OES, observou-se que uma digestdo assistidampmoondas
utilizando HNQ e H,0O, nao seria suficiente para a quebra das espécies
de silica contendo Mn, levando a determinacdo deltealos menores
que esperado.[14] Também por XRF, Guohui e colegtsrminaram
Mn, Ni, Rb e Sr em diversas amostras de plantas,aseecessidade de
um tratamento prévio da amostra porém obtenda¥sted de deteccéo
na faixa de mg kg. [18]

Amostras bioldgicas, particularmente as de tecidmal, S&o em
geral mais facilmente digeridas. Todavia por passuiuma matriz
complexa, necessitam também do emprego de acides ® processos
laboriosos na preparacdo. Ainda, para que a amgstranantenha
conservada caso nado seja utilizada, sdo necessaidsos
procedimentos, tais como a liofilizacdo,[19] qu&iatha custo a analise
e pode representar uma nova fonte de contaminacamadstra.

Devido a baixa concentracdo de Mn em amostras dials,
Lemos e colegas [20], utilizaram duas mini-colunzea a preé-
concentracdo do analito, possibilitando a anaksardostras de vegetais
e papinhas de bebé por espectrometria de absai@dica em chama
(F AAS). Para que as amostras fossem digeridas dtééemprego de
HNO; e aquecimento, necessitou-se de varias horasspargreparo.
Limites de deteccdo de até 0,7 |ily foram obtidos[2].
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Tuzen e colegas, utilizando um procedimento simgdara o
preparo de amostras, determinaram entre varioseetes) Mn e Ni em
amostras de comida enlatada, utilizando para s&spectrometria de
absorcdo atdbmica com diferentes atomizadores. Desidfato de Ni
estar numa faixa de concentracdo menor que o laeitgeteccao obtido
pela técnica de F AAS, utilizou-se como atomizafdono de grafite,
obtendo-se limites de deteccéo de até 0,018 pgra o Ni e 0,01 mgk
para Mn por F AAS. [1] Apesar da possibilidade mier¢cdo da amostra
sem a necessidade desse preparo, a analise, ssiaita a diferentes
interferéncias, sendo estas discutidas no deadorestudo.

Ja em outro estudo, Baysal e Akman, determinarauehiem
amostras de cabelo utilizando a andlise diretadtidos em conjunto
com a espectrometria de absor¢céo atbmica com @entieha. Além de
dispensarem diversas etapas no procedimento derprelp amostra,
obteram limites de deteccéo de até 35gd]

Visando também eliminar laboriosos procedimentospreparo
da amostra, Batista e colegas [22], utilizaramalr&nto alcalino
empregando-se TMAH para a digestdo de amostrastdesuApesar do
procedimento para a digestdo do material biolégieo demorado,
necessitando quatro horas para seu preparo, eoddeusm reagente
téxico [23], conseguirem obter limites de detecgéd.,0 e 4,5 nghpor
ICP-MS e 30 e 143 nggpor GF AAS, para o Mn e Ni,
respectivamente.

Apesar de algumas técnicas ja serem estabelecidas
determinacdo destes metais em amostras biologioatiricas, ainda é
necessario o desenvolvimento de novos métodos igemwma menor
geracado de residuos, uso de reagentes mais brandisseconémicos,
mais sensiveis e que possam ser utilizados ensasée rotina.

2.2 Andlise direta de soélidos

Idealizada inicialmente por L'vov, ao inseNmaCl diretamente
em seu protétipo de forno de grafite [24]; a aedliseta de sélidos (SS)
se caracteriza pela introdugdo da amostra no aoimizsem qualquer
tratamento prévio.

Apesar desta ser uma abordagem distinta da usoetisdio de
amostras em solugbes aquosas por procedimentasajdetecidos, tais
como dissolucdo povia secaou via Umidg[25] a SS oferece um
exclusivo leque de vantagens. Por dispensar divextsgpas do preparo
da amostra, 8Spossui varias vantagens, tais como [26-30]:
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(i) -controle do procedimento analitico gragas a reducgédo do
numero de etapas, provenientes da auséncia dorprédaaamostra; o
analista possui a seu dispor um melhor controleetigsas do método,
evitando assim diversos erros sistematicos ineseéntgontaminac¢éo ou
a perdas do analito por volatilizacdo, garantindaiom exatiddo e
precisao da analise;

(i) -simplicidade no métodoo minimo de preparo da amostra se
resume a uma simples moagem (se necessaria) enezessario a sua
tamisacdo. Sob neste aspecto, a SS é promissora ®mmica para
analise de rotina;

(i) -frequéncia analitica — por dispensar procedimentos
laboriosos na abertura da amostra, a andlise sermadito mais rapida.
Segundo Kurfirst, enquanto 70 minutos seriam nadesspara realizar
a determinacdo de um analito, pela andlise diretadtidos, 440 min.
seriam desprendidos para determinar o mesmo elememt uma
amostra digerida.[26];

(iv) -custo da analise- por dispensar a utilizagcao de reagentes de
elevado grau de pureza, assim como equipamentosss@&mos a
abertura da amostra a técnica de SS, oferece ur walor agregado a
suas analises;

(v) -baixa periculosidade e geracdo de residug®r eliminar a
necessidade de reagentes toxicos e/ou corrosivpeeparo da amostra,
a analise oferece um menor risco ao analista, assimo uma menor
geracao de residuos, contribuindo com o conceit@uimica Verde;

(vi) -capacidade de deteccdodevido a auséncia de diluicao da
amostra, a técnica € caracterizada por possuir glevada
detectabilidade, permitindo, assim, a quantificag@®smo para
concentracdes pequenas do analito;

E inerente a técnica, além das vantagens associagasparo da
amostra, a possibilidade do estudo da homogenegigadmitindo, até
certo grau, 0 mapeamento quimico da amostra.[31]

A combinacgdo da SS com a espectrometria de absat¢&uca
em forno de grafite (GFAAS) possui caracteristicgag incluem a
remocdo de parte dos concomitantes da matriz duranetapa de
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pirélise, permitindo diminui¢éo do risco de inteéfiecias; possibilidade
de introducdo de pequena quantidade de amostragdteatabilidade,
alta seletividade, entre outras.[27] Apesar desaatagens, até pouco
tempo, a SS-GF AAS, era, considera uma técnica-cpammtitativa,
sendo a analise direta de sélidos, rotineiramemigregada apenas nas
técnicas de OES e XRF.

Os principais motivos se referiam a dificuldadendmipulacéo e
introducdo da amostra no forno de grafite; faltehdmogeneidade das
amostras, ocasionando baixa representatividadendlsey dificuldade
em se realizar uma adequada curva de calibracamieétn, elevada
presenca de fundo, necessitando de um sistema dec&@o
eficiente.[26,28,32] Apesar da dificuldade da pesagle pequenas
massas de amostra e sua introdugdo no forno, norrdecdo
desenvolvimento da técnica diferentes protétipeanfiodesenvolvidos.
Atualmente estdo disponiveis no mercado equipamgméooferecem
facil transporte da amostra até a balanca e st@utéo ao forno de
grafite, incluindo, sistemas completamente autaradtis[26,28], como
mostra a Figura 1.

Figura 1. Sistema automatizado da andlise direta de séjiescolhimento da
plataforma;b)insercdo na micro-balanca; c)introdwgdiforno de grafite[25]
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Apesar da falta de homogeneidade ser uma propeddathseca
a amostra, diferentes artificios, tais como moagertamisacdo da
amostra, podem ser utilizados, visando uma mebyetibilidade entre
as medidas.[26]

Considerada o “calcanhar de Aquiles” da analisetalide solidos
a calibracdo para a quantificagdo do analito pedaisa tarefa ardua,
caso algumas consideracBes ndo sejam feitas. lelei@ma curva de
calibracdo deveria possuir similar composicdo amastra. Todavia,
devido a impossibilidade de simular a matriz da stmaoou a
dificuldade em se obter uma amostra de referéramidficada similar,
subterfugios podem ser utilizados permitindo atéiso de solucdes
aquosas na construgdo da curva. [26]

Segundo Styris [26], entre 0s pré-requisitos paraiso de
solucbes de referéncias inclui-se: o nimero de @diwres do analito
durante o ciclo de atomizacdo seja proporcionab@centracdo do
analito em cada amostra e que 0 mecanismo de @génizanto para a
solucdo quanto para a amostra sejam semelhantesvéingue a matriz
de amostras sélidas exibe uma grande influénciapmzesso de
atomizacdo do analito, para minimizar essa diferelgye-se empregar
0 conceito das condicdes STPF (Stabilized TemperaRlataform
Furnace), ou seja, empregar. sinal da absorbanotagrada,
minimizando o efeito da variagcdo cinética decogemd processo de
atomizacao; aquecimento transversal do tubo déerghrantindo um
ambiente espacialmente isotérmico; elevada taxacilecimento na
atomizacado, garantindo uma maior homogeneizagameaeanismo de
atomizacdo; uso de modificador quimico, possiliita uma maior
eficiéncia durante a pirdlise; eficiente correc@ fdndo, garantindo
assim correcao de interferéncias espectrais, eutres. [26,32]

O elevado fundo caracteristico da técnica de SSe pmet
contornado com a utilizacéo de sistemas de cor@gdondo eficiente.
Apesar de haver relatos na literatura de estudpssgiando correcédo de
fundo por efeito Zeeman ou Smith-Hieftje [32], dizaicdo da técnica
de espectrometria de absorcdo atbmica de altaugdsolcom fonte
continua (HR-CS AAS) é claramente mais vantajosa. germitir a
visualizacdo de toda a regido espectral no quaihe lanalitica esta
contida e também possuir um avancgado sistema decéorde fundo, a
HR-CS AAS possibilita a escolha do melhor artifip@ra se evitar a
interferéncia. [28]
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2.3 Espectrometria de absorcao atdmica de alta rdsgéo com fonte
continua

Até metade do século XX, devido a limitagdes imstEntais dos
primeiros espectroscopios de absorcdo atbmica, iar nparte dos
experimentos para quantificacdo elementar baseaeama emissao
Optica, por essa oferecer uma melhor visualizagin 18N anteparo
negro.[33,34]

Em 1952, um fisico britanico, Dr. Alan Walsh (Figu2),
guestionou a descrenca na espectrometria de absatdénica. Até
entdo, o0s espectroscopios de absorcdo atbmicazawin fonte
continua como fonte de radiacdo, mas seu empregp gquaalises
gquantitativas apresentava uma grande limitacdca pae a radiagdo
absorvida por atomos pudesse ser medida quarditadivte, uma alta
resolucdo (de 2 pm) seria necessaria. Walsh sugari&o, que fontes
de radiagdo que emitissem em estritos intervalosameprimento de
onda fossem empregadas, dando origem ao desengaolarde fontes
de emisséo de linhas, em especial das l|Ampadataldocaco (HCL),
sendo estas utilizadas até hoje.[33-35]

Figura 2. Sir Alan Walsh visionario da técnica de espectitnimele absorcao
atbmica
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Diversas vantagens provinham do uso da espectiame
absorcdo atbmica utilizando fonte de linha (LS AA®ntre as quais,
pode-se citar: aparelhagem simples, por dispensars@ de um
monocromador de alta resolugdo, permitindo assfamdir a técnica;
elevada seletividade, uma vez que o espectro dacéexd emitido &
caracteristico do elemento que compde a lampad&deacdo de
interferéncias espectrais geradas devido a sob¢dpogle linhas
analiticas, sendo esta uma grande vantagem emagdagspectrometria
de emissdo oOptica (OES).[34] Apesar dessas vargagerécnica
apresenta diversas limitacdes, entre elas a anélizeoelementar,
tornando a determinacdo de diversos elementos aratatdemorada;
necessidade de se ter uma colecdo de lampadasiode@viHCL ser
exclusiva para cada elemento, e principalmentejddea falta de
informacdo obtida na regido da andlise; como unteitss faixa do
espectro € utilizada na andlise, se obtém umaalilaiinformacédo da
regido espectral.[33-35]

Esta dltima limitagcdo é extremamente complexa, uemque a
absorcdo medida na linha escolhida, além de atopoote também ser
proveniente de moléculas ou pela radiacdo espalpadgarticulas
presentes no atomizador, gerando com isso sindumgo que, se
corrigido de maneira inadequada pode levar a gr@mtias espectrais.
Para que a correcdo fosse bem sucedida, o funderigeger
determinado em uma segunda medida e entdo, subtlaichbsorcéo
total obtido na primeira medida. Em decorrénciasalisdiversos
sistemas de correcdo de fundo foram propostosceam® correcdo do
fundo por lampada de deutério, por efeito Zeemawmarndo a uma
instrumentacdo mais complexa e logicamente enaaiecea
técnica.[33,34]

Apesar da correcao ser geralmente bem sucedid®;@3HAAS,
ainda ndo havia sido esquecida. Varios grupos dmuma ainda
buscavam aprimorar a técnica, o que culminou endoseda década de
90, com a elaboragéo do primeiro instrumento cardiguragdo mais
préxima a atual.[34]

Em 1996, Heitmann e colaboradores[36], descrevesamum
artigo aquela que viria a ser a configuracdo maigima a conhecida
hoje do instrumento de HR-CS AAS (Figura 3). A esmenetria de
absorcdo atbmica de alta resolucédo utilizando fametinua seria
composta por uma lAmpada de arco curto de xen@nialtd presséo,
formada por dois eletrodos de tungsténio, operandanodchot spot a
partir da qual seria emitida uma radiacdo de atiensidade e na faixa
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da regido do UV-visivel. Esta, ao passar pelo aadur chegaria a um
monocromador duplo de alta resolucdo (Double Eehell
Monochromator, DEMON), constituido por um prisma-gdispersor,
com a funcgéo de separar o espectro da radiacateiriej na regido de
interesse, e também uma rede de difracdo Echeltelosresponsavel
pela alta resolugéo do intervalo selecionado amtegnte. Finalmente a
radiacdo emitida e transmitida, apds ser selecamrathge o detector,
constituido por um arranjo linear de dispositivas @hrga acoplada
(CCD) contendo 512 pixels fotossensiveis indepeederDestes 200
séo destinados a fins analiticos, permitindo aalizsacéo de 200 a 500
pm da regido espectral na qual esta contida a éinhhtica.[34,35]

Monocromador
de alta resolugdo

Figura 3. Conceito instrumental da HR CS-AAS, contendo: 1jlada de arco

curto de xendnio; 2,3)espelhos elipsoidais; 4)atador; 5)fenda de entrada;
6)espelhos paraboloides; 7)prisma; 8)fenda inteidmied ajustavel; 9) rede
echelle e 10) detector CCD.[34]

Entre suas qualidades, a HR-CS AAS, possui: unensidade
maior do que a tradicional HCL, o que oferece aitéclimites de
deteccdo menores devido a uma maior razdo simhl/rgistema de
estabilizacdo do comprimento de onda, baseaddnies lespectrais de
uma lampada de nednio; visualizacdo de todo o amebispectral no
qgual a linha analitica esta contida, permitindsjrasa melhor correcéo
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de fundo e principalmente um avancado e eficieisteraa de correcéo
de fundo. [33-35]

Devido os 200 pixels utilizados para fins anal#ipederem atuar
como detectores independentessaftwaredo equipamento confere a
técnica, a capacidade de correcdo de eventos gostiiisto €, que
influenciam todos os pixels do detector de mangimalar. Para isso,
antes da medida, diversas varreduras s&o realjizagsmslo entéo
armazenadas nsoftwaredo equipamento, servindo como referéncia.
Apoés a leitura, cada intensidade individual medé&alividida pela
intensidade captada por cada pixel da leitura firémcia, garantindo,
assim, a correcao para fundo causado por espaltachemadiacdo por
particulas vaporizadas no atomizador como também ed®s
sistematicos, provenientes das oscilagbes de id&ges do
aparelho.[37]

Em casos onde ha interferéncia espectral para amstecao, é
possivel utilizar o artificio matematico dsoftware denominado
algoritmo de minimos quadrados. Nesse caso,software do
equipamento permite medir e armazenar o espectaxtesistico da
molécula diatbmica, através da leitura de uma Soluigue ira gerar a
molécula, obtendo assim o espectro de referéngpiés A leitura de uma
amostra onde é presenciada a interferénaftavarepermite a reducao
do espectro de referéncia, do espectro obtido destaan gerando assim
0 espectro do analito, sem nenhuma sobreposic&cteslp Para isso, o
procedimento matematico utilizado envolve o ajlisiear do espectro
de referéncia em cada espectro da amostra, attl@vésu aumento ou
diminuicdo, por um fator de magnificacdo. As difgy@s entre 0s
espectros, assim como seus quadrados, sao cakyaed por pixel,
sendo adicionada, a soma final, os valores degeadrados. Por fim, o
fator de magnificacdo é variado de modo a minimiaasoma dos
quadrados, ou seja, busca encontrar “minimos qdadia[35]
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo versa sobre o desenvolvimentande
método para a determinacdo de Mn, Ni, Rb e Sr al nfagco em
amostras biologicas e boténicas por andlise ditetamostras soélidas
utilizando a espectrometria de absorcdo atémicaltderesolucdo com
fonte continua e atomizagéo em forno de grafite.

3.2 Especificos

Visando a realizagdo do objetivo geral, como olpsti
especificos, temos:

» Investigacdo e otimizagcbes dos parametros opeisi@ara a
HR-CS AAS, tais como: tempo de integracdo e escdia
linhas espectrais adequadas a sensibilidade diboanal

¢ Otimizacdo do programa de temperatura, incluindp&ratura
de pirdlise e atomizagéo, visando uma temperatimeadara a
separacao do analito da matriz problemética;

 Avaliagcdo do uso de modificadores quimicos para o
desenvolvimento do método, avaliando a utilizacéde d
modificadores em solucdo e termicamente depositadose a
plataforma de grafite;

* Investigacdo acerca da presenca de fundo estrotuead
avaliacdo dos métodos de correcéo;

e Estudo da microhomogeneidade das amostras ceftiicde
referéncia utilizadas na confeccao das curvas tilleragho e
das amostras reais;

* Investigacdo e avaliacdo de curvas de calibracdaae
possibilidade de calibracdo empregando soluctessagqu

e Obtencdo dos parametros de mérito, tais como: dirdi¢
deteccdo, limite de quantificacdo, sensibilidade cdava e
coeficiente de correlagdo para SS HR- CS AAS atilio o
método otimizado;

e Determinacdo de Mn, Ni, Sr e Rb em amostras “reais”
certificadas de origem boténica e biolégica.



36
4 METODOLOGIA

4.1 Instrumentacgéo

Para a realizacdo do presente estudo utilizou-sesperctrometro
de absorcéo atdmica de alta resolu¢édo com fonténcenContrAA 700
(Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) equipado commndade grafite
aquecido transversalmente como atomizador. O Canri/00 é
constituido por uma lampada de arco curto de xendd alta
intensidade operando em modwt-spot, um monocromador duplo de
alta resolucdo DEMON (Double Echelle Monochromatoonsistindo
de um prisma pré-dispersor e uma rede de difrachelle em arranjo
Littrow, e um detector constituido por um arranjear de dispositivos
de carga acoplada (CCD) possuindo 200 pixels pasaahaliticos. A
insercdo direta das amostras foi conduzida atrdeéam amostrador
automatico de sélidos SSA 600 (Analytik Jena), costp por um
conjunto de micro-pingas, com a funcdo de tranapgfataformas SS
com recobrimento de grafite pirolitico (“boats”gai forno de grafite.
As amostras soélidas eram inseridas manualmente ptetaformas
através de uma microespatula de aco inoxidavelyasrq o padrao
aquoso, para o preparo da curva de calibracdo agimdsnjetado sobre
a plataforma com o uso de micropipetadores comepastdescartaveis.
Conduziram-se todos os experimentos em tubos af@latas SS com
recobrimento pirolitico para a anélise de solidos.

Para a verificacdo da exatiddo do método propest@mostras
digeridas foram analisadas com um espectrometmadsa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) Elan 6000 (PerkiimeE-Sciex,
Thornhill, Canada) foi utilizado. Utilizou-se gasgonio de elevada
pureza 99.996% (White Martins, S&o Paulo) comodgpurga e de
protecdo para o instrumento de HR-CS ET AAS e pageracdo do
plasma e como gas carreador do aerosol em ICP-&&.dPpreparo das
amostras utilizadas no ICP-MS utilizou-se digest8sistida por micro-
ondas por um forno micro-ondas MLS 1200 Mega (8tdee, Sorisole,
ltalia).

Para a liofilizacdo das amostras de tecido anirié&au-se um
liofilizador modelo LL3000 (Thermo Scientific HeRowerDry, Cedex,
Franca).

As condi¢Bes de compromisso para o ICP-MS estaessgs na
Tabela 1.
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Tabela 1.Pardmetros operacionais do ICP-MS

Cone amostrador/skimmer Pt
Medida de Sinal Peak hopping
Voltagem da lente 8V
Voltagem do detector Pulsc: 1300 V
Analégico: -2925 V
Radio Freqiéncia: 1150 vV
Vazao do fluxo de gas
Principal: 15 L min*
Aucxiliar: 1,2 L min*
Nebulizador: 1,1 L min®
Tempo morto 50 ns
Dwell time 50 ms

Na tabela 2, temos os valores estabelecidos para as
temperaturas 6timas de pirélise e atomizacdo paeementos Mn, Ni,
Sr e Rb, sendo estes valores discutidos no deamrestudo.

Tabela 2.Programa de temperatura para a determinagédo dé&liMRb e Sr por
SS HR-CS AAS

Etapa Temperatura Rampa Permanéncia
(*C) (csh (s)
Secagem 110 5 10
Pirtlise 8007 900/ 1000 300 10
Atomizacao 2500%/ 2600"° FP 5
Limpeza 2600%/ 2700"° 500 4

a) para 0 Mn; b) para o Ni ; c) para o Rb e d) jpaga.

4.2 Amostras, reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados possuiam no miniawo gmalitico
de pureza. Peréxido de hidrogénio 30% (m/m) e aditliico 65%
(m/m) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alem@nhAcido
nitrico foi bi-destilado abaixo da temperatura taliedo em destilador
de quartzo (Kirner Analysentechnik, Rosenheim, Alena). Agua
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deionizada com resistividade de 18.22Mm foi produzida em sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). Solu¢cbes estoque contendo 1000
mg LY de Mn, Ni, Rb e S(SpecSol, S&o Paulo), W e MHPO,
(SPEX, Edison, EUAE Mg(NOs), (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
foram utilizadas. Solucbes de calibracdo foram gmamtas através de
diluicdo apropriada da solucdo padrédo de estoqaeidificadas com
HNO; 0,14 molL".

Os seguintes materiais certificados de referémcant utilizados:
TORT-2 “hepatopéncreas de lagosta” do National &ebkeCouncil
Canada (NRC — Ottawa, ON, Canadd); NIST 8414 “nlasbavino”,
NIST 1566b “tecido de ostra”, NIST 8433 “farelo dllho” e NIST
1515 “folhas de macieira” do National Institute Standards and
Technology (NIST — Gaithersburg, MD, EUA); BCR 188n suino”
proveniente do Institute for Reference Materialsl &Measurements
(IRMM - Bruxelas, Bélgica); e CTA-OTL-1 “folhas dabaco oriental”
do Institute of Nuclear Chemistry and TechnolodyHTTJ — Warszaw,
Poldnia).

Amostras reais de guarana, musculo de peixe, figedboi e
tecido de ostra, foram adquiridas no mercado IdeaFloriandpolis e
analisadas empregando a metodologia otimizada.

4.3 Procedimento experimental

Devido a auséncia de amostras de referéncia cadds de
guarand, realizou-se, a digestéo assistida poofoimdas de 3 amostras
de guarand, para posterior analise por ICP-MS. Masstras botanicas
foram aleatoriamente escolhidas e peneiradas em mnalada de
didmetro de 67 pm, sendo posteriormente nomeadasOdaté GA4.
Estas, foram pesadas, em aliquotas contendo edree 500 mg em
frascos de PFA, seguido pela adigdo de 5 mL de Hid@centrado e 2
mL de HO, 30%. A mistura foi entdo submetida a digestactidaiem
micro-ondas utilizando o programa mostrado na EaBel

Tabela 3.Programa utilizado na digestéo assistida por midas das amostras

Step Time (min.) Potency (W)
1 2 250
2 2 0
3 6 250
4 5 400
5 5 650
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Realizou-se a analise em ICP-MS utilizando a cuda
calibragdo com padrdes aquosos com concentracdesteel 50 pg t
para cada analito, em meio acido de 0,14 rilpkéndo Rh como padréo
interno.

Para as medidas pela técnica de HR-CS AAS, foréenisradas
linhas secundarias para Mn, Rb e Ni, de 403,076,142 e 231,096 nm
respectivamente, em funcéo da alta concentracdesdelementos nas
amostras analisadas. Utilizou-se a linha pringj@ah o Sr de 460,733
nm para todas as andlises. Todas as medidas fovaduzidas no
minimo em triplicata, avaliando-se o valor da &deaperfil do sinal
analitico (absorbancia integrada) sobre trés p{x&kel central +1).

A avaliacdo do uso de modificadores incluiu o use d
modificadores convencionais como o MHPO, e Mg(NG;),, assim
como o modificador permanente de W, na determinaimiquel e
estroncio. Para isso, a plataforma SS foi recoliertaicamente com
500 ug de W, através de 25 inje¢cbes de 20 ul de umgawlde 1000
mg L~ de W, seguindo o tratamento térmico descrito rizelEad.

Tabela 4 Programa de temperatura utilizado para o recamnianda plataforma
SS

Etapa Temp. Rampa Permanéncia
(*C) (’cs) (s)
Secagem 80 6 20
Secagem 90 3 20
Secagem 110 5 10
Pirdlise 350 50 20
Pirdlise 1300 300 10
Atomizacao 2300 1500 4
Limpeza 2450 500 4

Curvas de pirélise e atomizacdo foram construidas gada
elemento utilizando as solucées padrdo de 500 uppka 0 Rb e 50 pg
L para os demais elementos, bem como amostra denguaramostras
bioldgicas, com a insercao de aliquotas contentle €0 e 700 ug de
amostra.

Para a quantificacdo das amostras utilizou-se aasostie
referéncia certificadas de tecido animal e vegetaliando-se a melhor
curva a ser utilizada de acordo com o elementmigeeisse, a partir da
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adicdo de massas crescentes de amostra. Foramuéasttambém
curvas de calibragdo com padrdes aquosos em meiz.HN

Um estudo de micro-homogeneidade foi realizadoisaralo-se
diferentes quantidades das amostras botanicagghiat e certificadas
utilizadas, pesando-se massas de 11 a 3803le acordo com cada
elemento. Através dos resultados obtidos, calcséous fator de

homogeneidade de acordo com Kurflirst[26]
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha de linhas alternativas para a determimg@o de Mn, Ni e
Rb

Apesar de uma elevada sensibilidade ser desejada em
procedimentos analiticos, esta, pode ter um ebgtdrario na analise
direta de soélidos. Devido a elevada concentrac@mnektos presente na
amostra e na dificuldade de sua diluicdo, caso rsilsbdade do
instrumento ndo seja diminuida, € possivel que mestm pequenas
guantidades de massa utilizadas na analise, $egjpadsado o limite de
linearidade da curva de calibracdo. Além disso, petpena quantidade
de massa estaria sujeita a apresentar uma mermsgurena analise,
caso a amostra seja heterogénea.

Visando a minimizacao deste problema, séo relatadas
literatura artificios como uso do fluxo de gasiinteno forno durante a
atomizacao, removendo prematuramente os atomoandinito optico e
a mistura da amostra com pé de grafite de altazpurestes, além de
cooperaram para uma maior fonte de incerteza ris@andiminuindo a
precisao da técnica, ainda podem acarretar namor@edo da amostra
durante sua diluicdo. [32] Outro meio de contoressa dificuldade,
consiste na utilizacdo de linhas alternativas dalitanna analise, ao
custo da reducado na sensibilidade. Esta € umaaiiea mais indicada
para a técnica de HR-CS AAS, uma vez que devidolesada
intensidade de emissdo da lampada de arco curtem@nio ndo ha
comprometimento da raz&o sinal/ruido, tornandoipelsa analise com
boa preciséo.

Em funcdo da elevada concentracdo de Mn, Ni e Rb na
amostras, optou-se por utilizar linhas alternativasnalise. Para o Mn,
utilizou-se a linha de 403,076 nm, cuja sensibilel@ de cerca de 7%
em relagdo a linha principal. Ja para o Ni optopeda linha de 231,096
nm com 40% da sensibilidade da linha principal,uantp para o Rb a
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linha escolhida foi de 420,018 nm, com uma sendéie de apenas
0,6% da linha principal. Apesar de uma linha aigalimenos sensivel
permitir a introducdo de uma maior massa da amaogirdorno de

grafite, a nova faixa espectral de andlise podear estjeita a

interferéncias espectrais provenientes do espedtroexcitacdo de
moléculas diatbmicas. Todavia, este problema pedeamtornado pela
técnica de HR-CS AAS dado o eficiente sistema aeecéo de fundo
presente na técnica.[34]

5.2 Otimizag&o dos parametros térmicos

Avaliou-se a melhor temperatura de pirdlise quesibdgasse a
eliminagdo da matriz sem que houvesse a perddisgivia do analito;
como também a temperatura de atomizacdo idealognedesse a maior
intensidade do sinal analitico e melhor perfil ddsp de absorcéo,
assim como uma menor temperatura, levando a umrnaesgaste do
forno e da plataforma de grafite.

A otimizacdo da temperatura de pirdlise e atomizacénstitui
uma etapa critica do desenvolvimento metodolégieo S6. Uma
temperatura baixa de pirélise acarretaria numairgdigdio incompleta da
matriz da amostra resultando assim no surgimentourde fundo
continuo devido ao espalhamento da radiacdo pdicpas. Como a
amostra esta sendo inserida sem nenhum tratamentdildcédo a
guantidade de matriz é amplificada em relacéo fsende solucdes e,
portanto, a andlise utilizando SS é mais sujeitstas efeitos. Assim
como a otimizacdo da temperatura de pirdlise, anizdicdo da
temperatura de atomizacdo, apresenta alguns desAfiesar de estar
sob as mesmas condicdes e propriedades termasfidictorno, devido
a energia de ligagdo entre o analito e 0os concotegada matriz, o
mecanismo de atomizacdo do analito nas amostras padroes podem
distinguir. Com isso, as amostras e os padrdoes aénpoderem
apresentar diferentes formatos do perfil do simahdiente, podem
também, diferir no tempo do aparecimento do sindbmo.

Segundo Kurfurst [26], ap0s ter passado pela etagecagem, o
analito do padrdo aquoso estaria na forma de umaactimada do sal,
sendo atomizado logo que a parede atingisse a tatape necessaria;
enquanto a amostra solida, por ter um menor contatoa parede teria
sua atomizacao prejudicada exibindo um perfil @dog assim como o
aparecimento do sinal em um tempo maior.
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A otimizacdo da temperatura de pirdlise para Mre ténicio
utilizando-se a amostra certificada de referéndi@TN8414 (musculo
bovino), uma amostra de guarana em p6 e tambéntgaatjuoso
(contendo 50 pg B). E possivel notar pelas curvas de pirdlise
mostradas na Figura 4, que o analito apresentahaaaestabilidade
térmica ndo apresentando nenhuma queda repregemtas trés curvas.
Os maiores desvios foram observados para a anussigaarana o que
sugere um menor grau de homogeneidade do analdmastra frente a
amostra de referéncia certificada. Manteve-se pdemtura de pirélise
de 1000°C para o Mn.
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Figura 4. Curvas de pir6lise e atomizagdo para Mn (403,0%p utilizando-se
padrdo aquoso, amostra certificada de musculo bqWiST 8414) e amostra
de guarand; obtidas por SS HR-CS AAS. Temperaterataimizagdo de 2300
°C, de pirdlise de 100C; sem uso de modificador quimico.

A otimizacdo da temperatura de atomizacéo foi zadl sob as
mesmas condi¢cdes. Nota-se que as trés curvas @ipgmase um
comportamento semelhante. Para a solugdo agucsiaalotransiente
apresentou um perfil adequado ap6s atingir a teatyrer de 2400C,
enquanto para as amostras solidas um perfil semellsa foi notado a
uma temperatura de 250(C, devido a influéncia da matriz na
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atomizacdo. Como temperatura de atomizacdo de oomgso foi
escolhida a temperatura de 2500

A seguir, realizou-se a otimizacdo da temperatarpigblise para
o Ni, utilizando-se padrao aquoso, amostra TORMepdtopancreas de
lagosta) e a amostra de guarana. Nao foi possfililau a amostra
NIST 8414 nesta parte do estudo, devido a baixaesdracao do
analito na amostra (0,05 + 0,04 mg'kege a forte interacdo entre o
analito e a matriz, inviabilizando seu uso.

Gracas a capacidade de visualizagéo de toda a regp@ctral no
entorno da linha analitica, observou-se que paranasstras solidas
(botanicas e biolégicas), analisadas na regidocaapele 231,096 nm

(linha de absor¢éo d¥i), havia a presenca de fundo estruturado (Figura
5).

Absorvancia

Figura 5. Espectro de absorc¢éo resolvido temporalmente paf234,096 nm)

na amostra TORT-2 obtido por SS-HR CS AAS a umaégatura de pirdlise
de 700°C e de atomizac&o de 26%D.

Como o fundo poderia acarretar em interferénciaeassl
levando a valores errbneos de quantificacéo, mabke a investigacdo
acerca da identidade da molécula causadora do,funa vez que ndo
foi possivel a separacdo através do ajuste temporainal analitico.
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Através dos espectros de referéncia armazenadosofiwvare do
equipamento, observou-se que o fundo estruturatioE®veniente das
moléculas diatbmicas de PO, para a amostra TORTR 80O para a
amostra de guarand.

Para contornar esse problema, uma vez que estéeliéteia
levaria a valores erréneos de absorvancia, reatieoa correcdo por
minimos  quadrados.  Gerou-se 0s  espectros  molesulare
correspondentes, introduzindo-se no forno de grafit uL de solucbes
aquosas contendo 250 mg He (NH,),HPO, e 250 mg [* de NaSiO;,
resultando nos espectros moleculares de PO er&Pectivamente,
sendo estes entdo armazenados e utilizados comatespde referéncia
para o fundo. Os espectros sdo mostrados na Fgura

Apsorvanda
=
S

Apsoivandia

c, 2311
omprfm "

a) 6 g ongg 2312 o
i

Figura 6. Espectros de referéncia utilizados pela correcdp minimos
guadrados: a)Espectro da molécula SiO; b)Espeatroalécula PO.

Através de um artificio mateméatico presente software
(algoritmo de minimos quadrados), é possivel “sufitos espectros de
referéncia dos espectros obtidos originalmente p@saamostras,
obtendo-se assim um sinal analitico isento dasfénémcias causadas
por estas moléculas.

Com a utilizagéo da corregéo de fundo por minimeesdeados,
foram obtidas as curvas de pirélise para o Ni, destnradas na Figura 7,
a seguir. E possivel notar, pelo perfil das tréwvas obtidas, que o
comportamento térmico do Ni é semelhante nas aasstbs maiores
desvios foram, novamente, observados para a amistguarana. A
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manutencdo do sinal analitico mesmo com a utilzag@ elevadas
temperaturas de pirdlise, demonstra a alta estabti#i térmica do Ni.
Devido a estabilidade presenciada, optou-se ploranta temperatura de
pirélise em 1000C para este elemento.
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Figura 7. Curvas de pirélise para Ni (231,096 nm) utilizarsggpadrao aquoso,
amostra certificada de hepatopancreas de lagosRTI2) e amostra de
guarana; obtidas por SS HR-CS AAS.Temperatura @mizacio de 260t ,
de pirdlise de 100{C; sem uso de modificador quimico.

No decorrer desta parte do estudo, observou-se pqua a
solugdo padrdo o Ni apresentava em seu sinal umaaca
provavelmente proveniente da formacdo de carbptotopngando sua
atomizacdo [33]. Em funcdo disto, avaliou-se o wa&o diferentes
modificadores, com o intuito principal de limitairderagdo do analito
com o carbono da plataforma, melhorando o perfdidal transiente.

O uso de NEH,PO,, Mg(NOs), e W como modificadores, néo
foi bem sucedido. Além de nao resultarem em nenlganho
significativo no sinal do analito para as amostcas)o ja era esperado,
0 uso de NHH,PQO, fez com que a solucdo padrdo apresentasse fundo
estruturado, proveniente da molécula de PO. Obsesgdambém que o
uso do modificador permanente (W) ndo diminuiu teracdo entre a
plataforma e o analito, uma vez que o perfil aiagaesentava uma
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cauda. Assim, optou-se por realizar a determinae#io a presenca de
modificadores, uma vez que a sensibilidade apradargra suficiente
para a quantificagdo, o efeito de memdria era degml e uma

temperatura de pirélise alta poderia ser aplicada.

Durante o estudo da melhor temperatura de atontiza@ o Ni,
observou-se que para o padrdo aquoso o sinal apreseum perfil
alargado até a temperatura de atomizacdo de 2@QOvindo a
desenvolver um perfil mais estreito a partir de@%D. Além disso, a
intensidade do sinal analitico apesar de ndo ¢tanehdo um patamar,
apresentou um menor aumento apos ter atingido eratura de 2600
°C. Ja para as amostras sdlidas o perfil do siraditi@o ja era estreito a
partir de 2000°C, porém a sensibilidade maxima s6 fora alcancada a
partir de 2500°C. Provavelmente o Ni presente na solugdo aquosa,
estaria sendo adsorvido por capilaridade aos tft®rs de carbono da
plataforma de L'vov, o que favorece a formacéo sl@eies refratérias
durante a atomizacao. Isso explicaria a ausénaiandgatamar na curva
de atomizagdo, para a solugdo aquosa. Como temmzerate
compromisso de atomizag&o optou-se pela temped2a00C.

Para o estudo da temperatura de pirélise para aifiizpu-se,
além do padrdo aquoso, a amostra NIST 8414 (mudmimo) e a
amostra de guarand, obtendo-se as curvas demasstnadFigura 8.
Avaliando-se o perfil da curva da amostra NIST 84lgossivel notar
que apo6s alcancar a temperatura de 800tem-se um pequeno
decréscimo na absorvancia integrada, ou seja, @etaturas de pirolise
mais altas o analito estaria sendo volatilizado mataramente.
Provavelmente o analito encontra-se menos ligadccamponentes da
matriz, oferecendo uma menor estabilidade térmicarelito. Apesar
disso, a temperatura de pirélise de compromissa @&b escolhida, foi
de 800°C. Nesta temperatura temos um menor desvio paradii@
agquoso assim como a amostra certificada biologidém disso, a
escolha de uma temperatura baixa de pirdlise coomalicio 6tima
poderia acarretar em um fundo continuo, como jacioaado. Outro
possivel efeito decorrente da eliminacdo incomplietamatriz seria a
diminuicdo da uniformidade do mecanismo de atordizdevando a
ineficiente atomizacdo, confirmada por um espede absorcao
alongado. Além disso, uma diferenca na eficiénaa alomizacao
resultante de uma pir6lise baixa poderia vir aygtiepr a utilizacdo de
solucbes aquosas para a quantificacao.
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Figura 8. Curvas de pirélise e atomizacéo para Rb (420,0dButilizando-se
padrdo aquoso, amostra certificada de musculo bqWiST 8414) e amostra
de guarand; obtidas por SS HR-CS AAS. Temperaterataimizagdo de 2500
°C, de pirdlise de 70C; sem uso de modificador quimico.

Durante a otimizacdo da temperatura de atomizagidRlol
percebeu-se que para as amostras solidas o siaptesentou um perfil
estreito e magnitude maxima a partir de 28D0Para o padrdo aquoso,
o sinal de absorvancia integrada ja possuia a mo@gnimaxima e o
perfil ideal em 2300C. E possivel notar também que na amostra de
tecido bovino como ja mencionado no estudo da p#gdio da
temperatura de pirélise, o analito esta ligadoafireente a componentes
da matriz, apresentando uma forte influéncia pedaptratura,
evidenciado pelo perfil estreito do grafico de amampdo para esta
amostra. Como temperatura de atomizacao foi esieothile 2500C.

A otimizacdo dos parametros térmicos para o Srcdaiplexa.
Durante a avaliacdo da temperatura de pirdlise,ouas¢ um
pronunciado efeito de meméria para o padrao aquassionado pela
formacgéo de espécies refratarias, originadas pebwente pelo contato
do analito com a superficie da plataforma[33]. Gsso, sinal analitico
residual era notado mesmo na auséncia da amostra.

Para contornar esse problema, foi avaliada a ag#ia da
plataforma de L'vov, recoberta por um modificadoerrpanente
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(tungsténio), que teria a funcdo de recobrir osraticios do carbono,
selando a plataforma e com isso diminuindo a igferado analito com
o grafite eletrolitico reativo. Todavia, 0 uso desnhodificador teve
efeito contrario ao esperado, isto €, diminuiutansidade do perfil do
sinal analitico, além de fazer com que o sinalsigarie apresentasse
uma grande cauda, indicando uma maior interacde arglataforma e o
analito e com isso diminuindo a eficiéncia da amagdio, vindo a
requerer 0 uso de uma temperatura maior para uomaizagdo mais
eficiente. Estes efeitos, também foram descritasoptros autores[38],
gue concluiram que pelo fato da plataforma possuia temperatura
mais baixa do que a parede de forno, o sinal segamido.

Uma vez que a remocdo da plataforma de L'vov para a
introducdo de amostras é impossivel, j& que a amdstinserida
diretamente na plataforma SS e ent&o direcionadiarao e baseado no
estudo citado e em estudos similares[39] utilizewa otimizacdo dos
parametros térmicos do para Sr, umplataforma nova, sem uso
anterior, revestida piroliticamente. Esta, em conjunto coma
temperatura de limpeza de 2700 °C, permitiam a eliminacdo em
grande parte do efeito de meméria, além depenfil de absorvancia
mais simétrico por aproximadamente 90 queimas, levando ao
prosseguimento dos estudos.

Mesmo sob as condi¢des citadas, devido provavedmardlta
concentracdo de Sr e a forte interacdo entre d@pabs concomitantes
da matriz, o uso da amostras bioldgica certificattaseferéncia NIST
1566b, levou a um pronunciado efeito de memorigpssibilitando seu
uso nessa otimizagdo. Logo, para a otimizacdo dgeratura de
pirélise do Sr, utilizou-se o padréo aquoso e asamale guarana.

Na Figura 9, observou-se que para a solugcdo aquoaaalito
apresentou-se estavel termicamente até 10QGendo entdo atomizado
e perdido em temperaturas maiores, enquanto natrantss guarana a
estabilidade térmica foi consideravelmente mai@m@ condicdo de
compromisso, foi selecionada a temperatura deiggréle 900C, uma
vez que uma temperatura de 1@QOestaria no limite de estabilidade
térmica do analito.
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Figura 9. Curvas de pirdlise para Sr (460,73 nm) utilizasdgadrao aquoso e
amostra de guarana; obtidas por SS HR-CS AAS. Textyra de atomizagéo
de 2600C , de pirdlise de 90C; sem uso de modificador quimico.

Durante o experimento, observou-se que em 2G0@ara Sr no
padrao aquoso, o sinal de absorvancia integraalar@sentava um perfil
adequado, apesar da presenca de uma pequena caaderistica de
elementos refratarios. Notou-se também um elevadohg de
sensibilidade a partir de 2360, apresentando ganhos pequenos com as
temperaturas subsequentes. J4 para a amostra, sigiddo a uma
maior interacdo do analito com a matriz, s6 foiepbado um ganho de
sensibilidade pronunciado, assim como um perfidlidepartir de uma
temperatura de 2600C, sendo esta a temperatura de atomizagdo
escolhida como compromisso.

Apesar de temperaturas maiores, levarem a maisibd@ade e
maior simetria de sinal, o desgaste prematuro deada do carbono
pirolitico na plataforma levaria a um alargameracshal, devido a um
maior contato do analito com os sitios intersticidio carbono e,
consequentemente, a plataforma teria seu tempaddeextremamente
reduzido.
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5.3 Avaliagcdo da homogeneidade das amostras cextdidas de
referéncia e das amostras reais

No inicio do desenvolvimento da técnica de andliseta de
sélidos, a falta de homogeneidade das amostrasovese um sério
problema, limitando drasticamente suas aplicacdesmando-a inviavel
para fins de quantificacdo. Esta fonte de incestezamusada por
diferencas aleatérias da concentracdo de analé@amestras medidas,
ilustra um erro de amostragem|[26].

Segundo Kurflrst [26], dois fatores s&@o responsaymlo
surgimento desses erros: a variada concentracaoalito em diferentes
fracdes da particula da amostra e a segregacamglies de diversas
particulas, que tendem a contribuir para o gratheterogeneidade,
levando ambos a um aumento da incerteza na medatticulas de
diferentes tamanhos e formatos além de poderenuipadiferentes
concentracbes do analito em sua composi¢cdo, podam sia
heterogeneidade pronunciada caso a segregacaoejsidedada em
consideracéo.

Como subterfigio para a minimizagdo desses eféitpsessivel
realizar a moagem e peneirar a amostra, obtendersg menor
granulometria assim como, uma maior uniformidade di@metros de
particulas. [40,41] Devido a isto, no presentedzsttodas as amostras
certificadas de referéncia e amostras reais, fgpaneiradas em malha
de poliéster de 67 um, garantindo assim uma maimolheneizacao das
mesmas.

Em decorréncia da falta de informacfes provindas da
propriedades da amostra, Kurflrst e colaboraddrégyduziram na
década de 80, o conceito de fator de homogeneittaieo qual busca
caracterizar amostras soélidas quanto a homogereidah pequenas
massas de amostras, se tornando mais uma ferramndnga analise
direta de sdlidos. O qual pode ser calculado segaretjuacao 1:

Ho=SyVm 1)

Onde, o fator de homogeneidade se relaciona campeecisao
ocasionada pelo erro de amostragep),&timada diretamente a partir
dos valores do coeficiente de variagdo das me@®Rab) das medidas e
também pela massa da amostra (em mg).
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Na Tabela 5 sdo apresentados, para cada interealmatsa
avaliado na distribuicdo de Mn, Ni, Rb e Sr, ooxed de He para cada
amostra certificada de referéncia utilizada nadezmdes das curvas e
para as amostras reais.

Tabela 5. Fator de homogeneidade JHalculado para amostras de referéncia
certificadas, amostras reais de guarana, cacdmea) figado de boi e tecido de
ostras, peneiradas em malha de 67um.

Mn Ni Rb Sr
Amostras H(mg™) He(mg™)  He(mg™)  He(mg™?)

GO 5,24 9,14 5,37 6,38

G1 2,81 3,68 5,63 4,50

G2 7,57 5,93 5,33 4,58

G3 2,90 9,13 3,60 6,34

G4 7,76 8,77 6,41 5,36

Musculo de peixe 4,88 4,69 6,12 2,04

Figado de boi 7,32 8,85 8,40 5,88

Tecido de ostra 1,93 8,46 8,21 4,62

CRM

BCR 186 7,58 * * *
TORT-2 5,68 5,88 * *
NIST 1566b * 4,73 6,34 *

NIST 8414 * * 2,96 3,00
NIST 1515 4,89 5,78 6,08 *

NIST 8433 2,91 4,80 * 6,77
CTA OTL-1 * * 4,57 *

*Nao foram calculados

Para a determinacdo do fator de homogeneidaderapesa
massas de 50 a 537 ug das amostras de guaran& 392aug de
amostras biol6gicas e 11 até 3305 pug de massa gmam@mostras
certificadas de referéncia. E possivel observar §ueapresentou a
melhor homogeneidade para as diversas amostraesddis, lembrando
que o mecanismo de atomizacdo pode diferir de agmth 0 analito e
a matriz no qual estd presente, isto é, de acordspacie presente.
Considerando que o fator de homogeneidade é memagud 10, é
possivel afirmar que os materiais sdo homogéneoslospossivel seu
emprego em microandlises (para massas superiofés rag), como
também para submicroanalises (para massas infeddtang).
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5.4 Avaliacédo dos procedimentos de calibracéo

O emprego de uma curva de calibracao adequadamérgial
para uma analise de sucesso. Por ndo ser diluidmalmse direta de
sélidos, a matriz da amostra exerce grande infla&abre a cinética de
liberagdo do analito para a fase gasosa, fazendajue o analista tenha
gue optar pelo material mais adequado, assim comell@or técnica de
calibracédo a ser utilizada.

A escolha do material a ser utilizado depende tdotanalito
como da matriz. Idealmente, devido ao interval@dmda curva de
calibracdo ser estreito, um material (de referémtiapadrdo) deve
apresentar similar concentragdo do analito com esaen Também é
necessario, que apresente a composicao mais sposafvel com a da
amostra a ser analisada, garantindo assim, umiastaie na cinética
de atomizacéo, além de uma minimizacéo de interf&s.

Mesmo com o uso de amostras certificadas de refaréa
complexidade da amostra faz com que o segundo eptésito
dificilmente seja seguido. Todavia, através de umgmma de
aquecimento adequado, uso de modificadores e emmgl@gonceito
STPF, pode-se minimizar as diferencas na eficiédeiaatomizacéo
entre a amostra e os padrdes da curva de calibregénitindo que até
curvas de calibraco feitas com solu¢cdo aquosaefeencia possam
ser utilizadas.

Em virtude disso, no presente estudo elaboraracimse curvas
de calibracdo; quatro com amostras certificadaseferéncia, sendo
estas duas de tecido animal e duas de tecido Vegataa com solucdes
aguosas, para cada analito (com excec¢éo do Sr).

Curvas de calibracdo para a determinacdo de MnRblig Sr
foram estabelecidas adicionando-se massas crescdeteamostras
bioldgicas certificadas de referéncia: BCR 186a(iybovino), TORT-2
(hepatopéncreas de lagosta), NIST 1566b (tecidustta) e NIST 8414
(masculo bovino). Também foram utilizadas amosttagtanicas
certificadas de referéncia, sendo estas a NIST {fblttas de macieira),
NIST 8433 (farelo de milho) e CTA OTL-1 (folhas t#baco oriental).
Além disso, foram estabelecidas curvas de calibrag@iosas contendo
de 0,1 a 16 ng do analito por inje¢éo no forno.

Para a verificacdo da possibilidade do uso daregfilto aquosa,
realizou-se a comparacao entre os coeficientedamegusensibilidade)
das curvas de calibragdo em meio aquoso com asrdastras de
referéncia certificadas. Na auséncia de um efego nthtriz, as
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inclinagBes das curvas de calibragdo séo similleando a uma razéo
entre as inclinagdes proxima da unidade, indicamgmssibilidade do
uso das solugfes aquosas para a quantificacdo.[42]

Na Tabela 6 estdo apresentadas as sensibilidadieasolpela
curva de calibracdo aquosa de cada elemento, assio, a diferenca
percentual da sensibilidade entre a curva de eghtar feita utilizando
materiais certificados de referéncia e a curva aéracdo aquosa,
apresentando (+) para uma maior sensibilidade edmrp uma menor
sensibilidade em relacdo a curva aquosa.

Tabela 6. Diferenca percentual de sensibilidade entre agasude calibragédo
construidas com materiais sélidos de referénciasenaibilidade obtida para
cada curva de calibragdo aquosa

Amostras certificadas Amostras certificadas Inclinagéo
biol6gicas: boténicas: da curva
Elemento | BCR TORT-  NIST NIST NIST NIST CTA de

186 2 1566b 8414 1515 8433  OTL1 | calibragdo

Mn - -14,4% - - -2,2% -2,4% - 0,367

6,5%

Ni - +34,2% +15,4% - +32,0% +187,3% - 0,228
Rb - - -455% -58,9%| +1,3% - -0,6% 0,016

Sr - - - +52,5% - +1,0% - 2,946

Para oMn, observa-se que as razfes entre as inclinagbes das

curvas foram relativamente pequenas para BCR L&, K515 e NIST
8433, indicando a possibilidade de quantificagcdaon courvas de
calibracdo construidas com solugcbes aquosas pamstrasn que
contenham caracteristicas similares a da matranuzstra de referéncia
certificada utilizada na confeccéo da curva. Abcatdo com a amostra
TORT-2 resultou em uma diferenca percentual de ilsbdade
ligeiramente menor que 15%, o que sugere ser desglbavel o uso da
curva de calibrag@o com padrdes aquosos pararastdra.

Durante a confec¢éo das curvas solidas pa¥a werificou-se a
presenca de fundo estruturado necessitando-se eot@no uso do
artificio da correcdo por minimos quadrados. Ass#liminou-se o
fundo estruturado proveniente das moléculas de &iPO, para a
amostra de tecido de ostra, NIST 1566b, com appegsenos picos
residuais presentes apds o0 processo, separaveigjosta do intervalo
de integracdo do sinal (Figura 10). Constatou-s& gara as demais
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amostras certificadas de origem biologica, apenasespectro
proveniente de PO, era responsavel pelo fundotestdo, ao passo que
nas amostras botanicas houve contribuicdo efetivana@écula de SiO,
devido a concentragdo mais elevada de Si nessadramo

Apsorvandia

a)

ApsOnANGR

Apsonanca

Figura 10. Espectro de absorgcdo resolvido pela correcdo poinmos
quadrados para o Ni na amostra Nist 1566b obtiddSeHR-CS AAS a uma
temperatura de pirdlise de 100 e de atomizacio de 260D ; a)Espectro sem

correcdo; b)Apés correcdo eliminando a moléculsBi& c)Apds eliminar a
molécula de SiO e PO.
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E possivel notar que a correcdo teve grande irflaémo sinal
observado pardli das amostras NIST 1566b e NIST 1515, de modo que
as curvas de calibracdo obtidas apds a correcddtarasn em uma
diminuicdo da inclinagédo da curva de 22 e 8%, @s@enente, como
mostra a Figura 11 e 12. J& para as amostras TORMST 8433 a
correcdo implicou numa diminuicdo de apenas 2%candlo que n&o
houve sobreposi¢éo espectral entre o fundo e ¢ ai@mico paraNi
nestas amostras.

0.35

0.30 - Sem Correcao
-----= Corregéo por SiO e PO

1 —— Curva Aquosa
0.25 -

1y

0.20

0.15

0.10

Absorvancia Integrada (s

0.05

0.00 T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Ni (ng)

Figura 11. Curva analitica de calibragdo para o Ni, empregandssas
crescentes da amostra certificada de referénctalB&Sb contendo 1,04 + 0,09
1g g' do analito (Dados da curva: Sem correcéo: y =4%330,009;

R?= 0,995 ;: Com correcdo: y = 0,263x + 0,016;—-F€),992).
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0.25
-+ Sem corregao
1----- Corregédo usando SiO
—— Curva Aquosa )
< 0.20 q
0
N—
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«© . N
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o)
&
0.05
0.00 T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Ni (na)

Figura 12. Curva analitica de calibragdo para o Ni, empregandssas
crescentes da amostra certificada de referéncia W35 contendo 0,91 + 0,12
1g g' do analito (Dados da curva: Sem correcéo: y =3%330,014;

R°= 0,994 ; Com correcéo: y = 0,301x + 0,014=R,996)

Observou-se que a curva de calibragdo aquosa pasi, o
apresentou uma menor sensibilidade que as denraigavelmente, a
solucéo padrdo, infiltrou-se por capilaridade, inésrsticios de carbono
na plataforma, tendo sua atomizacdo prejudicaday consequente
perda de sensibilidade.

Devido a pequena concentracdo do analito na amatdra
referéncia NIST 8433 (0,158 + 0,054 mg*kga curva de calibracéo
com uso desta amostra requereu a insercdo de matszsdas
quantidade de massa da amostra, ao forno, ocadimnana perda da
sensibilidade na confeccdo desta curva pada &abe-se que, o uso de
massas elevadas da amostra no atomizador pode #&wvealores
subestimados devido a uma maior influéncia dosluesi da matriz no
atomizador [40,43].

A grande diferenca entre a sensibilidade da cuevaalibragéo
aquosa e as demais curvas, realizadas com amastriiicadas
boténicas e biol6gicas, demonstra ser inviavel antificacdo apos
calibracdo com padrdes aquosos [Nira
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Para oRb, verificou-se que para as amostras de origem &nima
(NIST 1566b e NIST 8414), a diferenca de sensidainviabilizava o
uso de curva de calibragdo com padrdes aquososapgquantificacao
nas amostras de origem biolégica, ao passo queapastras botanicas
(NIST 1515 e CTA OTL-1), o uso de calibracdo aqubsivel.Deduz-
se que a matriz das amostras biolégicas utilizaeleerce grande
influéncia na eficiéncia de atomizacao do anaétoyuanto que para as
amostras de vegetais a interacdo com a matrizeaeganinimizada.

Durante a construcdo das curvas de calibracdo pa&r,
observou-se que através do uso de concentracdessbdo analito e
uma temperatura de limpeza de 27Q0era possivel contornar o efeito
de memoria que este apresentava. Além disso, odesoma nova
plataforma SS revestida piroliticamente se mospomordial para a
minimizacdo deste efeito, vindo este efeito a saisnpronunciado
conforme se utilizava (desgastava) a plataforma.

Através da razdo dos coeficientes angulares prentes das
curvas de calibracdo das amostras certificadasfdencia e do padréo,
observou-se que para a amostra botanica (NIST 8423gito da matriz
na atomizacdo poderia ser negligenciavel, pernutiral uso da
calibracdo pelo padréo aquoso. Todavia para a esmosttificada de
musculo bovino (NIST 8414), o efeito da matriz t@vdzacao impediu
uma sensibilidade similar a da curva de calibracéguosa,
inviabilizando seu uso, similar ao observado pdrdbo

5.5 Determinag¢do de Mn, Ni, Rb e Sr em amostras liticas e
bioldgicas

Analisaram-se um total de seis amostras, sendam@stras de
guarana e trés de tecidos biologicos diversosdéigke boi, misculo de
peixe e tecido de ostra). Os procedimentos deraghlo foram variados
de acordo com a natureza da amostra e do anatiforoze discutido na
secao anterior.

Devido a auséncia de amostras certificadas de igfuagieexatidao
do método foi verificada através da comparagdo ocsnresultados
obtidos pela analise por ICP-MS, das amostras idagrde guarana
(GO, G1 e G2) e das demais amostras bioldgicas.

Avaliou-se a exatiddo das analises realizadasQ#MS e por
SS-HR-CS AAS, através da analise das amostras firémeia
certificadas (CTA OTL-1, NIST 1515 e NIST 8433),tatdo-se os
resultados expressos na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores de concentracdo em i dps analitos nas amostras de
referéncia certificadas CTA OTL-1, NIST 1515 e NI8433 obtidos por ICP-
MS e SS-HR-CS AAS. (Média = intervalo de confiades95%, n=3).

Materiais de referéncia certificados

Analito CTAOTL-1° NIST 1518  NIST 8433

Mn Certificado 412,00 +14,00 54,00+3,00 2,55+0,29
Determinado 379,37 £35,08 49,80 +5,21 2,35+0,22

Ni Certificado 6,32 + 0,65 0,91+0,12 0,158 + 0,05
Determinado 5,51 +0,40 0,90+0,02 0,141 +0,02

Rb Certificado 9,79 +1,27 10,2+1,5 *
Determinado 8,63+1,12 9,03 +0,70 *

Sr Certificado 201,00 = 20,00 * 4,62 £ 0,56
Determinado 195,71 + 14,62 * 450 +0,45

a) Amostra quantificada pela técnica de ICP-MSAmpstras quantificadas
pela técnica de SS-HR-CS AAS, * Nao determinado.

Para a quantificacdo dasmostras botanicaspor SS-HR-CS
AAS, com excecdo ddNi, foram utilizadas curvas de calibragéo
construidas com soluc¢des aquosas com concentdedes a 15 ng.

Para oNi, a diferenca de sensibilidade entre a curva ageasa
curvas obtidas utilizando-se as amostras certdisdmbtanicas, fez com
gque seu uso fosse inviavel para quantificacdo. Lgqmua a
guantificag&o, utilizou-se a curva de calibrac@ostwida pela analise
de massas crescentes do material certificado NISI5 Xfolhas de
macieira).

Em decorréncia da presenca de fundo estruturademiente da
molécula de SiO, na amostra de guarana, para difipggdio deNi foi
necessario utilizar a corre¢cao por minimos quadrads resultados das
andlises estdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores de concentracdo em pg gos analitos nas amostras de
guarana por ICP-MS (amostras digeridas) e por SSCBRAAS utilizando
calibracdo liquida e sélida. (Média + intervaloadafianca de 95%, n=3).

Amostras
Analito Técnica GO G1 G2
Mn ICP-MS 23,88+9,06 18,75+0,99 18,02 +0,39
SS-HR-CS AAS 20,46+265 17,22+3,05 16,53 +4,07
Ni ICP-MS 3,63+2,04 2,58 +0,10 1,57 £0,05
SS-HR-CS AAS 3,57 +0,84 2,58 £ 0,47 1,58 £0,22
Rb ICP-MS 26,10+9,93 10,82+0,42 18,89+0,32
SS-HR-CS AAS 26,70+0,27 11,78+3,33 20,02 +4,79
Sr ICP-MS 4,76 +1,84 2,55+0,10 2,97 £0,10
SS-HR-CS AAS 4,35+0,94 2,45 +0,47 2,94 £ 0,42

Os valores obtidos

Student,

pela técnica de SS-HR-CS AASnfor
comparados com os obtidos pela técnica de ICP-k4Sést do testede

confianca, comprovando a viabilidade da técnica.
Ja a quantificacdo de elementos trago arasstras bioldgicas

sendo considerados concordantes no nieel9%bo de

(musculo de peixe, figado bovino e tecido de ostpd)u-se por utilizar
amostras certificadas de referéncia para a quaattiib, com excecéo do
Mn, para o qual a calibracdo com solu¢des aquosassedcdmpregada.

Também se verificou a exatiddo das andlises realizpor SS-
HR-CS AAS, através da andlise de amostras biolsgieareferéncia
certificadas (TORT-2, NIST 1566b e NIST 8414), obi@se o0s
resultados expressos na Tabela 9.



60

Tabela 9. Valores de concentracdo em i dps analitos nas amostras de
referéncia certificadas TORT-2, NIST 1566b e NISHL4S obtidos por SS-HR-
CS AAS. (Média * intervalo de confianca de 95%, n=3

Materiais de referéncia certificados

Analito TORT-2 NIST 1566b  NIST 8414
Mn Certificado 13,60 £ 1,20 18,5+0,2 0,37 +£0,09
Determinado 12,10 + 0,99 * *
Ni Certificado 2,50+0,19 1,04 + 0,09 0,05+ 0,04
Determinado 2,58 +0,22 1,05+ 0,02 *
Rb Certificado NI 3,26 +0,14 28,70 + 3,50
Determinado * 3,31+0,47 25,75+ 3,95
Sr Certificado 452 +1,9 6,8+0,2 0,052 +
0,015
Determinado * * 0,054 +
0,002

NI') Nao informado; * N&o determinado.

Algumas determinacées nas amostras certificadas fod@mn
realizadas. A baixa concentragdo do analito ermadglamostras (como
na determinagcdo de Mn na amostra NIST 8414) imdicauma grande
insercdo de massa ao atomizador podendo levaoeesaubestimados
devido a influéncia da massa na atomizacao. Enraquantida, uma alta
concentracdo de analito na amostra (como na detagdn de Sr na
amostra TORT-2) levaria a insercdo de uma pequeaatigade de
massa ao atomizador podendo gerar valores supesests.

Para a quantificacdo didi, observou-se que além da presenca do
fundo estruturado proveniente da molécula de SiOespectro
apresentou um fundo provindo da molécula de PCy paramostras
reais de musculo de peixe, figado bovino e tecaogtra. Devido a esta
interferéncia espectral ser temporal e na mesniz lintilizada na
guantificagdo, realizou-se mais uma vez a corregdo minimos
quadrados, demonstrada na Figura 13.
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0.025

0.020

Absorvancia
Absorvancia

Absorvancia

Q, nm
Figura 13. Espectros de absorgdo resolvidos pela correc@wimienos quadrados para Ni nas amostras reaigdddibovino e
musculo de peixe obtido por SS-HR-CS AAS a uma tatpra de pirolise de 106G e de atomizagdo de 260D; a) Espectro
sem corregdo; b) Correcdo por minimos quadradbzamilo espectro de referéncia de SiO; ¢) Corrggkaninimos quadrados
utilizando espectro de referéncia de SiO e PO.
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Apesar dos espectros ainda apresentarem vestigia®rdecao
realizada pelo software, seus valores ndo atraatha quantificacéo.

Utilizou-se a amostra certificada NIST 1566b (tecitk ostra)
para a quantificacdo dbli e Rb nas amostras. Devido a elevada
sensibilidade da técnica e a alta concentracdSrdea amostra NIST
1566b (6,8 + 0,2 pgY, podendo esta levar a um pronunciado efeito de
memoria, utilizou-se a amostra NIST 8414 (0,054000 pg ) para a
quantificacdo d&r nas amostras.

Para a amostra de ostra, a concentrac@drdeleterminada pela
técnica de ICP-MS mostrou-se muito superior a abgidr SS-HR-CS
AAS, o que é atribuido a interferéncia espectratmfcio de ions
poliatdmicos, particularment&Na®*s *° Ar™N e **ar*’0.

A determinacdo dé&r ndo foi bem sucedida para a amostra de
tecido de ostra. A grande quantidadeSdgresente na amostra fez com
que quantidades minimas de massa fossem inseridadomizador,
levando a um erro na determinacdo. O uso de urha Becundaria
(407,77 nm) para este elemento ndo foi possiveliddea sua
sensibilidade ser até 98,5 % menor que a sensitdicbferecida pela
linha principal de 460,73 nm, necessitando com, igsoa grande
quantidade de massa no atomizador para que foss abn sinal
analitico, levando novamente a erros na determinaca

Os resultados obtidos estdo demonstrados na thbela

Tabela 10. Valores de concentracdo em pg dos analitos nas amostras
biolégicas por ICP-MS (amostras digeridas) e porHESCS AAS utilizando
calibracdo liquida e sélida. (Média + intervaloadafianca de 95%, n=3).

Amostras
Analito Técnica Musculo de Figado Tecido de
Peixe Bovino Ostra

Mn ICP-MS 0,36 £ 0,05 7,20+0.10 46,61 +0,15
SS-HR-CS AAS 0,32 +0,07 6,69+ 1.14 2,25+0,60

Ni ICP-MS 0,97 £ 0,67 3,32+1,35 2,29+0.84
SS-HR-CS AAS  1,13+0,15 2,64 +0,57 1,82 +0.52

Rb ICP-MS 4,25+0,32 40,70+0,32  4,53+0,02
SS-HR-CS AAS 5,01+2.04 44,29 + 4,04 +1.22

13.11

Sr ICP-MS 1,96 + 0,30 0,41+0,32 59,08 +6.11

SS-HR-CS AAS 1,98 +0,25 0,42+0,05 18,23 +0.07
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Nota-se que com exce¢do da quantificacdo de Mn enaNi
amostra de tecido de ostra, os resultados obtiglast@cnica de SS HR-
CS AAS estdo concordantes com os obtidos pelacgate ICP-MS
segundo o testd de Student, no nivel de 95% de confianga,
comprovando a viabilidade da técnica.

Diversos métodos ja foram propostos na literatara  calculo
do limite de detecgéo (LOD) por analise direta@ies. Entre os mais
utilizados, o uso do branco de uma solucdo de émdé, apresenta
limitagBes, devido a curva de calibracdo com pad@guosos nem
sempre poder ser empregada. Além deste, o uso denatarial de
composicdo similar ao da amostra, porém com coraggids minimas
do analito, também foge a situacdo ideal, uma vwezsimular a matriz
da amostra nem sempre é possivel. [26,27]

Assim, no presente estudo, optou-se pelas medeklzadas
com a plataforma de grafite vazia, como método pataterminacao do
limite de detecgdo. Para isso, utilizou-se trésesea desvio de 20
medidas, obtidas com a plataforma vazia, divididta pnclinagdo da
curva de calibracdo utilizada. Posteriormente, sultado obtido foi
dividido pela maxima massa de amostra utilizadteratn-se o limite de
deteccdo demonstrado na Tabela 11.

Os parédmetros de mérito para a metodologia propgaesthém
estdo demonstrados nesta. Observa-se que o nmaite e deteccéo
obtido se refere ao Rb. O método demonstrou umeelente
sensibilidade, da ordem de ng. g

Tabela 11. Pardmetros de mérito obtidos pela metodologipgsi@a para as
amostras botanicas e biolégicas

Parametros de mérito Mn Ni Rb Sr
LOD (ug g*) 0.005 0.002 0.1 0.01
R? 0.996 0.996 0.999 0.996

Faixa de calibracéo (ng) 0.05-6  0.05-0.6 0.05-15 0.05-1
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6 CONCLUSAO

Com éxito, elaborou-se um método simples, rapido,
sensivel e confidvel para a determinacdo de Mn,R¥,e Sr em
amostras botanicas e bioldgicas por SS-HR-CS AA8so das linhas
secundarias do Mn, Ni, e Rb foi bem sucedido, perdo a
guantificagdo em amostras com elevadas concengaédetimizacéo
das temperaturas de pirélise e atomizacéao foi heedéda, obtendo-se
0s melhores parametros térmicos para a quantificddr dispensar o
uso de modificadores, temos uma maior simplicicam@rocedimento.
Através da avaliacdo do fator de homogeneidadéfjceerse que as
amostras apresentavam homogeneidade suficienteopanaprego em
sub e microanalise®\pds o estudo das diferentes curvas de calibracdo
observou-se que para as amostras botanicas, deveaibracdo feitas
com o padrdo aquoso poderiam ser utilizadas, dimdiouo custo da
andlise por SS, enquanto que para a determinaclios#gia necessario
o0 emprego de amostras de referéncia certificadasigem vegetal. Ja
para as amostras biologicas verificou-se que dewidomplexidade da
matriz dessas amostras, 0 uso da curva de calibiagpdosa para a
quantificacdo sO seria possivel para o Mn. Bonstdende deteccdo
foram obtidos, adequados as determinacdes propoStamétodo
desenvolvido pode ser aplicado para exames deargiara essas
amostras, desde que estejam disponiveis séliddsiceglos para a
calibracéo, particularmente para amostras biol&gica
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