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Resumo

RESUMO

Este trabalho abrange duas técnicas distintas para a determinacdo de
elementos traco com auxilio da geracdo fotoquimica de vapor: uma
utilizando uma ladmpada de ultravioleta (UV) para a gerac@o da radiacio
UV com detec¢do por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e outra utilizando uma interface
micro-ondas/ultravioleta (MW/UV) para a geracdo da radiacdo UV e
acoplamento com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS) para fins de especiacio
de Hg. Para a andlise por ICP-MS, foi desenvolvido um reator
fotoquimico aplicdvel a determinacdo de Co, Ni e Te em bebidas
alcodlicas e determinacdo de Fe, Sc, Hg e V em amostras de dgua de
mar. Espécies volateis de Co, Ni, Te, Fe, Sc, Hg e V foram geradas a
partir da combinagdo entre as respectivas solucdes padrao e uma mistura
dos 4cidos formico e acético apds exposi¢do a uma fonte de UV. Os
limites de quantificacdo de 0,5, 0,1 e 0,4 ng mL! para Co, Ni e Te,
respectivamente, foram obtidos para a andlise de bebidas alcodlicas, os
quais correspondem a ganhos de 9, 35 e 3 vezes em relacdo a andlise
com nebuliza¢do pneumdtica. Para Hg e V, os limites de quantificacio
foram de 1,5 e 5,0 ng mL™", respectivamente, ao passo que Fe e Sc néo
puderam ser quantificados nas amostras de dgua do mar, embora a
detec¢do tenha sido realizada com sucesso. Em um segundo projeto, a
técnica de geracdo fotoquimica de vapor por meio de uma interface
MW/UV foi acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
espectrometria de fluorescéncia atdmica (HPLC-AFS) para a
quantificacdo de mercidrio inorganico, metilmercirio e etilmercurio.
Durante o processo de desenvolvimento da metodologia foram
utilizados os dcidos férmico, acético, maldnico e citrico para estudos, e
o emprego de 4cido férmico como fase mdvel mostrou-se mais eficiente
para a foto-decomposigéo de compostos organometdlicos de mercurio e
para a redugiio de Hg™" a HgO sob as condi¢des de MW/UV. Diversos
parAmetros operacionais foram avaliados, incluindo o tipo de 4acido
organico e sua concentracdo, poténcia de MW, composicido da fase
moével de HPLC e agdo catalitica de nanoparticulas de TiO,. Sob as
condi¢des otimizadas, os limites de deteccdo foram de 0,15, 0,15 e 0,35
ng mL"' para o mercirio inorginico, metilmercirio e etilmercirio,
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respectivamente. O método desenvolvido foi aplicado a andlise de trés
materiais de referéncia certificados, todos de procedéncia bioldgica. A
interface online da cromatografia liquida com a fluorescéncia atdmica e
a geracdo fotoquimica de vapor para a determinacio de merctrio €
simples, contribui para redu¢do do impacto ambiental associado a
andlise e representa uma alternativa atraente para o sistema de geracio
quimica de vapor baseada no uso de tetraidroborato.

Palavras-chave: Geracdo fotoquimica de vapor. Elementos-traco.
Mercirio. Especiacdo. Andlise de bebidas alcodlicas. Andlise de dgua de
mar. Reator de micro-ondas/ultravioleta. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia.
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Abstract

ABSTRACT

This work consists of two distinct approaches for the determination of
trace elements by spectrometric techniques, following photochemical
vapor generation: in the first approach, an ultraviolet lamp (UV) was
used for the generation of volatile species prior to determination by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS); the second
approach involved a microwave/ultraviolet (MW/UV) interface for the
generation of UV radiation and coupling with high performance liquid
chromatography (HPLC) and atomic fluorescence spectrometry (AES)
to carry out speciation analysis. Firstly, a photochemical reactor was
built and applied to the development of a new and sensitive method for
the determination of Co, Ni and Te in alcoholic beverages and for the
identification of Fe, Sc, Hg and V in seawater samples. For these
applications, photochemical vapor generation was coupled to an ICP-
MS instrument. The volatile species of Co, Ni, Te, Fe, Sc, Hg and V
were generated from the combination of a mixture of formic and acetic
acid after exposure to a UV source. Limits of quantification of 0.5, 0.1
and 0.4 ng mL"' for Co, Ni and Te, respectively, were obtained for the
analysis of alcoholic beverages, which correspond to 9 (Co), 35 (Ni),
and 3 (Te) times improvements over those obtained with conventional
pneumatic nebulization. The same setup was adopted for the detection
of Hg and V, resulting in quantification limits of 1.5 and 5.0 ng mL",
respectively. Iron and Sc could not be quantified in seawater samples,
although both elements could be effectively detected. On a second
project, the hyphenation of photochemical vapor generation with HPLC-
AFS was described for the quantification of inorganic mercury,
methylmercury and ethylmercury in biological tissues. Formic acid,
which was chosen as the mobile phase, was used for the
photodecomposition of organomercury compounds and for the reduction
of Hg“to Hg0 vapor under MW/UV irradiation. The influence of
several operating parameters on the response and chromatographic
separation efficiency of the species were evaluated, including the type of
organic acid and its concentration, MW power, composition of the
HPLC mobile phase and catalytic action of TiO, nanoparticles. Under
the optimized conditions, the limits of detection were 0.15, 0.15 and
0.35ng mL™" for inorganic mercury, methylmercury and ethylmercury,
respectively. The main analytical figures of merit were determined and
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the method was applied to the analysis of three certified reference
materials. The online interfacing of liquid chromatography with
photochemical-vapor generation—atomic fluorescence spectrometry for
mercury determination was proven relatively simple, environmentally
friendly and represents an attractive alternative to the use of chemical
vapor generation methods that adopt tetrahydroborate as a reagent.

Keywords: Photochemical vapor generation. Trace elements. Mercury.
Speciation.  Alcoholic  beverage analysis. Seawater analysis.
Microwave/ultraviolet photochemical reactor. High performance liquid
chromatography.
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(utilizando a pré-coluna) a ImL min ¢ 30% v/v dcido férmico a
1 mL min' (utilizando a bomba apés a pré-coluna
cromatografica).

Figura 29. Efeito da concentracdo de TiO, no sinal obtido por
HPLC-MW/UV-AFS para espécies de Hg usando shielding de
850 mL min"'. Condi¢des: 200 uL. de Hg(Il), MeHg, EtHg
e pHMB todas espécies com concentragdo de 10 pug L™ injetadas
na fase eluente: metanol 1% v/v, acido férmico 1% v/v, L-cisteina
5mmol L™', NaClO, 0,15mol L™" a 2 mL min~' (utilizando a
pré-coluna) e dcido férmico 30% v/v a 1 mL min~' (adicionado
apos a pré-coluna cromatografica).

Figura 30. Cromatogramas para 200 pL. de solu¢@o contendo (a)
Hg(I) 10 ug L', MeHg 10 pg L™ ' e EtHg 10 ug L™ ', (b) 200 pL
de solugiio da amostra DOLT-1 com adicdo de EtHg 3 pg L™, (¢)
200 pL. de solucdo da amostra TORT-1 com adi¢do de EtHg
3ugL™" e injetados na fase eluente: metanol 1% v/v, 4cido
férmico 1% v/v, L-cisteina 5 mmol L~ 1, NaClO, 0,15 mol L !'a
2 mL min~ ' (utilizando a coluna cromatografica) e dcido férmico
30% v/v a 1mLmin ' (adicionado apés a coluna
cromatografica).
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1. INTRODUCAO

Muitos compostos metdlicos voldteis e ndo voldteis estdo
presentes no ambiente como resultado de processos antrépicos e
também por processos naturais. Assim, a necessidade de metodologias
analiticas sensiveis e eficientes para a determinacdo de metais e nio
metais em amostras diversas constitui-se em uma das principais areas de
pesquisa em quimica analitica [1,2].

Em quimica analitica, a geracdo de espécies voldteis através de
uma reagdo quimica é utilizada para aumentar a eficiéncia de transporte
e/ou facilitar a introducéo de amostras para a determinagdo de elementos
traco por espectrometria atOmica, tipicamente por meio de derivatizagio
de compostos idnicos ou organometdlicos para produzir espécies
volateis, que podem ser facilmente transferidas a partir da fase
condensada para a fase gasosa. A geracdo quimica de vapor (CVG) tem
sido considerada uma importante ferramenta de introdugcdo de amostras
para espectrometria atOmica. Dentre as técnicas de CVG, geracdo de
hidretos (HG) wusando tetraidroborato(Ill) (THB) € atualmente
considerada como sendo a mais difundida e bem sucedida para a
determinacdo de elementos em niveis de concentra¢do traco e ultra-
traco, que incluem As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te [3]. Merctrio
também ¢é geralmente incluido nesta lista, embora seja volatilizado
diretamente na forma de atomos livres. A abrangéncia da CVG baseada
em THB foi expandida para incluir dois metais de transi¢do - Cd e Zn
[2, 4] - mas a aplica¢do da técnica ainda se restringe tradicionalmente
aos elementos listados anteriormente.

Utilizando-se CVG, € possivel obter uma melhor eficiéncia na
introdugdo de amostra, que pode se aproximar de 100%. Em alguns
casos, a técnica possibilita a elimina¢io do nebulizador e da cidmara de
nebulizag¢do, produzindo um vapor homogéneo que é conduzido, por
exemplo, a um espectrometro de massas. Esta abordagem leva a limites
de deteccdo (LOD) ordens de grandeza melhores quando comparados
com os obtidos usando preparo de amostras por digestdo ou utilizando a
introducdo de amostra por nebulizacdo pneumdtica convencional. A
separacdo da matriz também contribui para uma reducdo das
interferéncias e pode, adicionalmente, melhorar o poder de detecgfo.
Além disso, a possibilidade de especiacdo e acoplamento da CVG com
uma variedade de técnicas também constituem vantagens inerentes ao
procedimento [2].
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Um problema comum da CVG usando THB consiste nas
interferéncias devido a presenca de metais de transi¢do, que
normalmente diminuem a sensibilidade e a repetitividade, e podem
conduzir a resultados analiticos incorretos. Tais interferéncias ocorrem
tipicamente durante a etapa de geracdo das espécies voldteis, devido a
co-producdo de metais ativos que decompdem THB ou adsorvem os
hidretos gerados, o que requer um esquema de remogéo de interferentes,
tais como o uso de reagentes de mascaramento (por exemplo, tiouréia e
L-cistefna) [5] que nem sempre sdo efetivos. Além disso, o THB ¢é
instadvel em solugdo e pode ser uma fonte potencial de contaminacio. A
grande quantidade de hidrogénio gerado pelo sistema dcido THB pode
reduzir a estabilidade de uma fonte de plasma ou mesmo extingui-la.
Apesar das investigacdes para reducdo das interferéncias em sistemas
baseados em reagdes com THB, as aplicagdes ainda permanecem
limitadas, porque poucos elementos sdo suscetiveis as reagdes de
geracdo de hidretos por CVG [6].

Além da CVG baseada em THB, alguns sistemas alternativos
para geracdo de vapor encontram aplicagdes em espectrometria atdmica,
incluindo a geracdo de haletos, geragdo eletroquimica de hidretos e
geracdo de oOxidos. Recentemente, a geracdo fotoquimica de vapor
(PVG) [7], a geracdo quimica de vapor promovida por ultrassom [8,9] e
a geracdo de vapor promovida por radiagdo de micro-ondas/ultravioleta
(MW/UV) [10, 11] foram descritos, nos esforcos para reduzir as
interferéncias encontradas com HG convencional ou ampliar a
aplicabilidade da CVG a elementos que incluem os metais de transi¢do
[2].

Novas técnicas analiticas sdo desejadas para a determinacio de
diversos compostos organometdlicos que muitas vezes nio sao passiveis
de determinagdo utilizando apenas as técnicas espectrométricas ou a
CVG convencional. A PVG € um campo de pesquisa emergente em
quimica analitica que pode fornecer uma excelente alternativa para a
CVG convencional devido a sua simplicidade, versatilidade, baixo custo
efetivo e possibilidade de especiagio [3,7]. Ressalta-se, entretanto, que
apesar do enorme potencial da técnica de PVG, ainda hd um nimero
relativamente pequeno de publicacdes sobre o assunto, particularmente
se comparado ao niimero de publicagdes com CVG convencional, o que
indica que a técnica ainda requer investigacOes mais incisivas. Os
procedimentos envolvendo PVG ainda sdo pouco explorados na
literatura e sua aplicagfo estd restrita a um pequeno grupo de elementos.

2
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Almeja-se, portanto, ampliar as investigacdes acerca de processos
envolvendo PVG, permitindo aliar a técnica a instrumentos que incluem
a espectrometria de fluorescéncia atdomica e espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Geracao Quimica de Vapor (CVG)

A geracdo quimica de vapor é uma técnica amplamente
utilizada aliada as técnicas de espectrometria atdmica e de massa,
visando a geracdo de espécies voldteis para a determinacdo de metais,
metaloides e compostos organometalicos. Tradicionalmente, a técnica
restringe-se a determinacdo dos chamados “elementos formadores de
hidretos”, que incluem As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn, Te e TI, entre outros,
além de Hg e Cd, que produzem populagdes considerdveis de dtomos
em temperatura ambiente sob condi¢cdes redutoras. A formacdo de
espécies voldteis desses elementos dd-se por meio de caracteristicas
fisicas, quimicas ou processos bioldgicos, resultando na transferéncia do
analito de uma fase condensada para a fase gasosa [3]. Muitos
compostos de elementos voldteis e semi-voldteis estdo presentes no
meio ambiente como consequéncia de processos antropogénicos e
naturais. Alguns exemplos sdo relatados na literatura, como a formagéo
de hidretos de estanho a partir de sedimentos marinhos [12]. Outras
espécies de hidretos metdlicos também podem ser formadas em
depésitos de residuos de tratamento de d4gua ou em locais de depdsito de
residuos urbanos, como o resultado da atividade bacteriana [13,14].

Em quimica analitica, a geracdo de espécies voldteis por CVG
propicia diversas vantagens as andlises quantitativas conduzidas por
técnicas espectrométricas, dentre as quais sdo notdrias a separagdo
eficiente do analito da matriz, que muitas vezes leva a uma reducio de
interferéncias e melhores limites de deteccdo, elevada eficiéncia de
transporte do analito para o espectrdmetro, alta seletividade para
permitir a diferenciacdo de espécies quimicas de um elemento em
particular, instrumentagio simples e de baixo custo [3,15].

As técnicas de geragdo de vapor sao amplamente utilizadas para
introducdo de amostras e posterior deteccio de elementos-trago por
técnicas espectrométricas. Um dos sistemas mais utilizados para a CVG
utiliza agentes redutores para a transformacido das espécies idnicas em

3
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hidretos metdlicos, através da reacdo com SnCl, ou com NaBH, em
meio 4cido [16]. O mecanismo inicialmente proposto para essas reacoes
sugeria que a formacgdo de hidrogénio atdmico na fase condensada era
responsavel pela formacdo das espécies voldteis, tornando-se conhecido
como mecanismo do “hidrogénio nascente” [17]. Robbins e Caruso [18],
os primeiros a postularem a hipétese do mecanismo de geracdo de
hidretos em 1979, argumentaram que a espécie ativa no processo de
derivatizagdo/reducdo era o hidrogénio atdmico, ou o “hidrogénio
nascente”, o qual se pensava ser formado durante a hidrdlise dcida do
THB. Entretanto, na dltima década, D’Ulivo e colaboradores [19, 20]
demonstraram diversas evidéncias experimentais, coletadas a partir de
estudos sobre troca de deutério, que sugeriam que a formacdo de
hidrogénio atdmico em solu¢do ndo era favorecida nas condigdes
reacionais tipicamente empregadas em CVG e que intermedidrios
hidroboranos eram responsdveis pela formacdo das espécies volateis do
analito [21]. Além disso, os autores conduziram experimentos com
NaBD, e outros reagentes deuterados (D;0" em D,0O, NaOD) que
indicaram que a reacdo de geracdo de vapor em meio 4cido ocorre a
partir da transferéncia direta de hidrogénio ligado ao boro durante a
geracdo de AsHj, SbH; e CH;HgH. Essas evidéncias constituiram-se em
argumentos sélidos contra o mecanismo do hidrogénio nascente,
comprovando que o mecanismo de hidrélise do THB estd estritamente
relacionado com o mecanismo da CVG [21].

Diversos avangos no que concerne a compreensio do
mecanismo predominante em reacdes de CVG tém sido relatados na
literatura corrente, acompanhados pelo desenvolvimento de novas
metodologias e pela concepcdo de novos sistemas de CVG. Mais
recentemente, alguns grupos de pesquisa t€m conduzido experimentos
utilizando a radiacdo eletromagnética como coadjuvante nas reacdes de
CVG, o que se tornou conhecido como geragdo fotoquimica de vapor
(PVG). Nesses casos, em geral, a radiacdo ultravioleta (UV) € utilizada
juntamente com compostos organicos para converter fons do analito em
espécies voldteis, que sdo posteriormente introduzidas em um
instrumento adequado para executar a medida do analito.

2.2. Geracao Fotoquimica de Vapor (PVG)

A geracdo fotoquimica de vapor € um campo de pesquisa
emergente em quimica analitica, que pode proporcionar uma alternativa
interessante para a CVG convencional, devido a sua simplicidade,

4
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versatilidade e baixo custo-beneficio [22]. Esta metodologia teve suas
origens no tratamento de dguas residuais, em que o uso de processos
fotocataliticos com base na irradiacdo UV/Vis promoveu a oxidagdo da
matéria e a esterilizacdo frente a bactérias. Assim, 0s compostos
organicos podem ser oxidados, os fons ser convertidos a suas espécies
atdmicas, como no caso do Hg [23], e os metais podem ser reduzidos na
superficie de particulas de semicondutores para as estratégias de
recuperacdo ou convertidos nas suas formas menos téxicas [24]. Os
primeiros trabalhos sobre geracdo foto-assistida de espécies voldteis
foram voltados para a producdo de mercirio no ambiente aquatico [25].
Akagi et al. [25] observaram a alquilacdo fotoquimica de mercirio
induzida pela acdo da luz solar na presenca de vdrios dcidos organicos
de baixa massa molar (4cido acético e propidnico). Posteriormente,
Candrio e Vale [26] realizaram experimentos com sedimento marinho
submetendo sedimento contaminado com Hg a exposi¢do a luz solar e
parte desse sedimento foi mantida em um ambiente escuro, ambos com
as mesmas temperaturas. As concentragdes totais de Hg foram
relativamente constantes nos sedimentos mantidos no escuro, mas
diminuiram de 17,6 para 7,65 e de 3,45 para 1,35 nmol g'1 nas amostras
mantidas sob incidéncia da luz solar [26]. Assim, as descobertas iniciais
foram apoiadas por observacdes adicionais sobre a elimina¢do de
mercurio a partir de sedimentos entre marés a presenca de matéria
organica dissolvida de massa molar relativamente baixa.

A PVG teve seu desenvolvimento a partir do século XXI e
pouco se conhece ainda sobre os aspectos mecanisticos destas reagoes.
A PVG ¢é uma técnica que visa a transformacio de espécies quimicas em
compostos voldteis, a partir da exposicdo da amostra a radiacdo UV
[16]. A ac¢do da radiacdo UV sobre compostos orginicos e inorganicos
resulta na formacao de radicais (como "OH, O°, CO" e pequenos radicais
organicos, entre outros), que possuem a capacidade de reduzir o analito
a seu estado elementar ou propiciar a formagao de espécies volateis do
mesmo quando 4cidos orginicos de baixa massa molecular, tais como
acido férmico, acético ou propidnico, sdo adicionados ao meio aquoso
[27, 28].

Em estudos realizados por Gho et al. [29, 30] foi sugerido que a
clivagem dos dcidos organicos de baixa massa molar utilizados na PVG
em meio de hidrogénio, radicais metil, butil e carbonil reduzia os fons
dos analitos para a producdo de produtos volateis hidrogenados,
alquilados ou carbonilados. No caso especifico de reducdo fotoquimica
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de selénio em meio de dcido acético, por exemplo, o produto da reacdo é
o dimetilselénio, segundo a proposta de Gho e colaboradores [30]:

R-COOH + hv — [RCOOH]" — 'R + "COOH — RH + CO, (1)
4R-COOH + Se(IV) — 4CO, + R,Se + 2RH + H, 2)

HCOOH + hv — [HCOOH]" — H,0 + CO 3)

Sabe-se que H,, CO, CH,, CO,, CH;0H e C,Hg, entre outros,
podem ser produtos finais estdveis da fotdlise dos dcidos acético e
férmico, enquanto espécies intermedidrias podem incluir os radicais
reativos, tais como ‘H, 'CHj;, 'R e ‘COOH (e provavelmente anions
radicais ‘COQ’). Especula-se que espécies voldteis dos metais sejam
geradas a partir de combinagdes desses metais com os radicais formados
pela radiacdo incidente em acidos organicos de baixa massa molar [31].
Destaca-se que, na literatura, ndo hd relatos de possiveis mecanismos
para a geracdo fotoquimica de vapor que nio envolvam radicais. O
fendmeno PVG ainda é um tépico pouco explorado e os tinicos sistemas
que foram tratados em profundidade sdo os de mercdrio, muito
reconhecido na literatura como um elemento que sofre reacgdes
fotoquimicas complexas [32], e de iodeto [33], em que sua foto-
oxidagdo na dgua do mar também pode ser responsdvel por seu
transporte e distribuicao.

As taxas de reacdes fotoquimicas sdo geralmente caracterizadas
por baixas energias de ativac@o aparentes (alguns kcal/mol, o que muitas
vezes reflete a dependéncia da temperatura das reagdes térmicas
secunddrias), mas devem responder diretamente ao fluxo de féton
incidente [31]. Assim, através da volatilizacdo do analito por PVG ¢é
possivel separd-lo da matriz problemdtica de uma amostra, aumentando
a seletividade da técnica, além de permitir a pré-concentracio e
melhores limites de deteccdo. Outra vantagem da PVG estd na alta
eficiéncia de introdu¢do da amostra, uso de reagentes de menor
toxicidade, reduzindo o custo da técnica e eliminando mais uma fonte de
contaminag@o, com a possibilidade de acoplamento a diversas técnicas
de detecgfo espectrométricas.

Além de permitir a determina¢do dos elementos para os quais a
CVG convencional ¢ tradicionalmente utilizada, a PVG permite também
a determinacdo de alguns metais de transicdo. A foto-reacdo induzida
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por radiac@o na regido UV foi descrita para analitos que incluem Hg [16,
34], As, Sb [35], Cd [36], Ni, Fe, Se [37], 1 [38] e Co [39].

A geracdo fotoquimica de vapor pode auxiliar também em
técnicas de especiacdo. Vieira e colaboradores [16] desenvolveram
métodos para a determinacdo de mercurio total e metilmercirio (MeHg)
em amostras bioldgicas utilizando a geracdo fotoquimica de vapor e
deteccdo por espectrometria de absor¢do atdmica (AAS). Duas
abordagens foram investigadas: na primeira as amostras foram
solubilizadas em 4cido férmico ou em hidréxido de tetrametilamonio
(TMAH) e o mercurio total foi determinado ap6s a redugdo de ambas as
espécies por exposicdo da solucdo a radiagdo UV; na segunda
abordagem as amostras foram solubilizadas em TMAH, diluidas para
uma concentragdo final de 0,125% m/v de TMAH e foi adicionado 4cido
acético 10% v/v para a determinagdo de CH;Hg" (MeHg), o qual foi
seletivamente quantificado nas amostras biolégicas. Para cada caso,
foram investigadas as condi¢cdes ideais para a geracdo fotoquimica de
vapor e a andlise de especiagdo de mercurio foi conduzida com boa
eficiéncia. O método ndo requereu um preparo de amostras complexo,
eliminou a necessidade de uso de agentes redutores e forneceu limites de
deteccdo que s@o compardveis com os métodos convencionais para a
determinacdo de mercirio por CVG [16].

A flexibilidade da técnica de PVG permite ainda sua utilizagdo
junto aos mais diversos sistemas de detec¢do, como ICP-MS [37, 38],
AFS [27, 38], a espectrometria de emissdo O&tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) [34, 37], AAS [16] e também
técnicas cromatograficas acopladas a técnicas espectrométricas [40].

2.2.1 Aplicagbes da PVG acoplada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
consiste na unido de uma fonte de alta energia, o plasma indutivamente
acoplado (ICP), com a espectrometria de massa. O ICP tem sido descrito
como uma fonte de {fons ideal para a espectrometria de massa
inorgénica, devido a sua elevada temperatura, 0 que garante a quase
completa decomposi¢do da amostra em seus 4tomos constituintes e a
ionizacdo altamente eficiente da maior parte dos elementos da tabela
periddica [41]. Porém, o sistema de introdu¢@o de amostra é considerado
0 “calcanhar de Aquiles” da técnica, pois é a parte mais critica do
instrumento, sendo que apenas 1 a 2% da amostra chega ao plasma
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através de sistemas tradicionais de nebulizacdo, o que se deve,
majoritariamente, ao processo de selecdo de goticulas que ocorre na
camara de nebulizagdo [42].

A introdugdo da amostra em espectrometria de massa continua
sendo um assunto de alta relevincia, especialmente para a andlise de
amostras complexas ou aquelas nas quais se deseja determinar analitos
em niveis ultra-traco. Neste sentido, a PVG surge como um método
alternativo para a introduc¢iio de amostra para a espectrometria de massa.
As espécies volateis produzidas a partir de analitos ndo-voléteis, como
espécies i0nicas ou espécies organometilicas, podem ser transferidas a
partir da fase liquida para a fase gasosa, obtendo-se as vantagens da
separacdo eficiente da matriz, aumento na eficiéncia de transporte do
analito, elevada seletividade e uso de instrumentacio simples [22].

A associacdo da PVG com a técnica de ICP-MS merece
destaque, pois fornece excelente poder de detecgdo, seletividade,
minimas interferéncias e deteccdo isotOpica de analitos nas amostras. A
técnica de ICP-MS pode ser acoplada a uma variedade de técnicas de
introducdo de amostras, incluindo a cromatografia gasosa, ablacdo a
laser, vaporizagdo eletrotérmica e geragdo de vapor frio [38].

Sun e colaboradores [43] desenvolveram um método para a
determinacdo de Se(IV) e Se(VI) por PVG-ICP-MS utilizando
nanoparticulas de TiO, e HPLC para a separacdo das diferentes
espécies. Com esse sistema, ndo houve a necessidade da utilizagdo de
técnicas convencionais de CVG, pois 0 método proposto permitiu tanto
a geracdo de espécies voldteis de Se (IV) como de Se (VI), que foram
convertidas, a partir de sistemas em fluxo, em espécies volateis de Se e
entdo medidas por ICP-MS. Esse método resultou na reducio dos riscos
de contaminag¢do decorrentes da utilizagdo de reagentes quimicos
tipicamente associados a CVG e permitiu obter limites de deteccdo de
0,06 ¢ 0,03 pg L™ para Se (IV) e Se (VI), respectivamente, devido s
elevadas eficiéncias de conversdao de Se (IV) e Se (VI) para os seus
respectivos produtos voldteis e ao baixo nivel de branco, quando
comparado a sistemas que recorrem ao uso da CVG. Os autores
reportam uma alta eficiéncia de conversdao das espécies de Se em
espécies volateis, permitindo intensidade mdxima de sinal com 36 s de
irradiacdo UV. Neste caso, o tempo total de andlise (aproximadamente
12 min) foi limitado principalmente pelo tempo necessirio para a
separacdo cromatografica.

Metodologias voltadas a determinacdo de um ndo metal foram
desenvolvidas por Grinberg e Sturgeon [38, 44], visando a determinacio

8



Revisdo Bibliografica

de iodo por PVG-ICP-MS. Virios procedimentos de preparo de
amostras foram avaliados, incluindo a digestdo dcida com HNOs;,
solubilizagdo com TMAH, NH4OH, 4cido férmico e dcido acético, para
a determinagdo de iodo apdés PVG. A decomposi¢do térmica das
amostras a 1000 °C, seguidos pela captura do iodo volatilizado em &cido
acético diluido permitiu a gerag¢do fotoquimica de espécies voldteis de
iodo com alta eficiéncia. O método possibilitou o aumento da
sensibilidade em até 25 vezes se comparado a andlise utilizando
nebulizacio convencional, fornecendo limites de deteccdo de 8,75 pg g’
para e 0,075 pg g'1 para "I em amostras sélidas (massa de amostra
de 400 mg). A exatiddo do método foi avaliada por meio da
determinagdo de iodo total em diversos materiais de referéncia
certificados, incluindo amostras de folhas citricas, leite em pé
desnatado, ostras e solo. A calibragdo foi possivel a partir da utilizacio
de padrdes inorginicos preparados em meio de 4cido acético diluido
[38, 44].
Zheng e colaboradores [37] realizaram a determinacdo de Ni, Fe
e Se em amostras ambientais utilizando um fotorreator UV para
introdugdo de amostra acoplado a ICP-MS. Em comparagdo com a
introducdo da amostra através de nebulizacdo pneumadtica, houve
melhorias significativas na sensibilidade variando entre 27 a 355 vezes e
limites de deteccdo entre 28 a 150 vezes mais baixos para Ni, Se e Fe,
em comparacdo com a andlise por nebulizacdo pneumadtica. Essa foi a
primeira aplicacdo online incorporando a geracdo fotoquimica com
radiacdo UV e com dilui¢do isotdpica para a detec¢do por ICP-MS [37].
Um método foi desenvolvido por Gao e colaboradores [45] para
a determinacdo de mercurio em amostras de cosméticos também
utilizando calibrag¢@o por diluicdo isotdpica (ID) e geragdo fotoquimica
de vapor acoplada a técnica de ICP-MS para a deteccdo. As amostras de
cosméticos foram diretamente dissolvidas em solu¢do de dcido férmico
e, subse%]uentemente, submetidas a PVG para a reducdo de merctrio
para Hg  seguida pela detec¢do por ICP-MS. Portanto, os riscos de
contaminac¢do e perda de analito foram evitados. Padrdes isotépicos
enriquecidos com 2Ong foram adicionados as amostras de cosméticos e
a razdo isotdpica de 201Hg/ZOZHg foi utilizada para as medidas e
quantificacdo de merctrio nas amostras de cosméticos. Os efeitos de
véarios pardmetros experimentais, tais como a concentracdo do dcido
férmico e as vazdes do gds de arraste foram investigados. O método
forneceu boa reprodutibilidade e os limites de deteccdo encontrados
foram de 0,6 ng L. O método desenvolvido foi utilizado com sucesso
9
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para a determinac¢io de mercirio em seis amostras de cosméticos e a
exatiddo foi verificada com testes de adi¢do e recuperagao [45].

2.2.2 PVG acoplada a espectrometria de fluorescéncia atomica (AF'S)

A espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS) € uma técnica
de emissdo atdmica na qual os elétrons sdo promovidos a um nivel
energético excitado através da absorc@o de radiacio proveniente de uma
fonte de radiacdo, para logo em seguida retornarem a um estado de
menor energia, emitindo uma radiagdo de comprimento de onda igual ou
diferente do comprimento de onda absorvido para o processo de
excitagdo [46, 47].

A exemplo de outras técnicas de andlise instrumental, a
introducdo da amostra representa uma etapa importante na AFS, e a
sensibilidade e os limites de deteccio (LODs) sdo dependentes da
eficiéncia do sistema de introducdo de amostra. A nebulizacdo
pneumdtica e sistemas de injecdo em fluxo, quando utilizados em AFS,
podem expandir a gama de elementos detectiveis, mas também
apresentam algumas desvantagens intrinsecas, dentre as quais se
destacam a baixa eficiéncia de transporte em sistemas de nebulizacio
(normalmente entre 1-5%) e o alto custo com a instrumentagdo para a
introducdo de amostra quando comparado a métodos alternativos, como
por exemplo, a técnica de PVG [48, 49].

Considerando esses parimetros, a CVG e PVG t&€m sido
amplamente adotadas como técnicas de introdugdo de amostra em AFS,
agregando as vantagens inerentes a essas técnicas a andlise, e
viabilizando, por exemplo, o acoplamento a sistemas de separa¢do com
vias a andlise de especiagdo [50, 51].

A PVG acoplada a AFS constitui-se em uma das técnicas mais
sensiveis e seletivas para a determinacdo de metais e metaloides de
interesse ambiental e bioldgico, tais como As, Bi, Hg, Sb, Se e Te. A
AFS apresenta sensibilidade compardvel ou superior a obtida por andlise
em ICP-MS, especialmente para a determinacdo de alguns elementos
com potencial de ionizacdo elevados, como Hg, As e Se. A AFS
também requer instrumentacdo de custo relativamente baixo e com
baixo custo operacional, sendo ainda caracterizada por propiciar alta
frequéncia analitica, facilidade de operagdo e a flexibilidade de
determina¢do mono ou multielementar [51, 52].

A maior parte dos trabalhos envolvendo PVG-AFS disponiveis
na literatura refere-se a determinacdo de elementos tradicionalmente
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quantificaveis por meio da técnica de CVG convencional [27, 53]. Hou
et al. [54] determinaram com sucesso Hg(Il) e Hg total utilizando a
técnica de PVG acoplada a AFS com 4cido férmico. Os autores
demonstraram a boa tolerancia quanto a presenca de metais de transicao
nas amostras sem apresentar interferéncias e um bom desempenho do
método, como boa reprodutibilidade e baixos limites de deteccdo. Guo
et al. [55] apresentou uma abordagem distinta, aliando a PVG a técnica
de AFS para a identificacdo de espécies voldteis a partir de metais de
transic¢ao.

A PVG, como a técnica de introducdo de amostra, foi adaptada
pela primeira vez para andlise por AFS por Deng et al. [39], em um
trabalho voltado a determinag@o de cobalto. Espécies volateis de cobalto
puderam ser geradas quando o sistema tampao dcido férmico/formiato
contendo a espécie Co(Il) foi exposto a radiacdo UV [39]. Os produtos
gasosos resultantes foram separados da fase liquida dentro de um
separador de gés-liquido e, entdo, transportados para o espectrometro de
fluorescéncia atdmica para a determinacdo de cobalto. Fatores que
afetam a eficdcia da PVG foram investigados em detalhes, incluindo o
tipo e concentragcdo dos dcidos organicos de LMW, o sistema tampao, o
tempo de irradiacdo UV, a temperatura de reacdo, vazdo do gis de
arraste e vazio de hidrogénio. Com 4% (v/v) de HCOOH e 0,4 mol L™
de HCOONa e 150 s de irradiacdo com uma ldmpada de mercirio de 15
W, uma eficiéncia de geracdo de 23-25% foi alcancada. Um limite de
deteccao (LOD) de 0,08 ug L", sem adocdo de qualquer procedimento
de pré-concentracio, e uma precisdo de 2,2% (RSD, n = 11) foram
obtidos nas condi¢des otimizadas. O método foi aplicado com sucesso
para a andlise de diversas amostras de dgua potavel [39].

Como uma nova aplica¢cdo da PVG, um método inovador foi
proposto para remover vestigios de impurezas de niquel em materiais de
catalisadores de nanotubos de carbono utilizando a geracdo fotoquimica
de carbonil induzida por UV, e o processo em tempo real foi monitorado
por AFS. Os nanotubos de carbono foram purificados sob as condicoes
experimentais otimizadas e as propriedades do material purificado foram
mantidas. Apds purifica¢do, o teor de niquel no material de nanotubos
de carbono foi reduzida de 1% a 0,4%, com uma eficiéncia de remog¢ao
de 60% do Ni presente nas amostras. O Ni carbonil volatil produzido foi
separado e introduzido em um atomizador com chama Ar/H, de um
espectrometro de fluorescéncia atdomica para medir o sinal de
fluorescéncia atdmica de Ni e monitorar em tempo real o processo de
purificacdo [56].
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A PVG pode auxiliar no desenvolvimento de técnicas de
especiacdo utilizando a AFS. Liang e colaboradores [40] aplicaram pela
primeira vez o método de fotdlise por UV em fluxo catalisada por TiO,
como dispositivo de reducdo em célula eletroquimica para a geracio de
vapor como uma interface entre HPLC e AFS, visando a andlise de
especiagcdo de Se — Se(IV), Se(VI), selenocisteina e selenometionina. O
objetivo do estudo foi separar espécies de selénio por HPLC acoplada a
AFS para a geracdo de espécies voldteis de Se através de fotdlise online
mediada por radiacdo UV e através da pré-reducdo por UV/TiO,. Esse
sistema analitico foi aplicado com sucesso na andlise de especiacdo de
Se em extratos hidrossoliveis obtidos a partir de brotos de alho
cultivados com diferentes espécies de selénio [40].

Diversas caracteristicas desejaveis podem ser atribuidas a
técnica de PVG, que incluem o fato de as reagdes envolvidas serem
relativamente simples, a capacidade de utilizar a técnica em
procedimentos de especiacdo quimica com ou sem separacio
cromatografica, o baixo custo operacional associado a técnica, a
expansdo no numero de elementos detectdveis (especialmente
interessante quando a PVG € utilizada junto a técnicas

multielementares) e os menores riscos de interferéncias [57].
2.2.3. Outras aplicagdes da geragdo fotoquimica de vapor

A técnica de ICP OES também pode ser utilizada para a
quantificacdo associada a processos de PVG. Santos e colaboradores
[34] desenvolveram um método simples e rapido para a determinacio de
Hg presente como timerosal em vacinas por PVG-ICP OES. A emissdo
de mercurio foi detectada em 253,652 nm. Nenhum tratamento da
amostra foi necessario além da simples dilui¢do em dgua deionizada e
adi¢do de acido formico 10% v/v. As condi¢Ges para a geragdo de vapor
foram otimizadas e incluiram a concentrag@o de dcido férmico, vazio de
injecdo de amostra, dimensdes do tubo que compunha o reator e vazdo
de gds de arraste (argdnio). Com essa metodologia foi possivel realizar a
calibracdo externa utilizando solu¢des com padrdes aquosos de Hg2+
contendo 10% v/v de 4cido férmico. O limite de deteccdo foi de 0,3 pg
L' para Hg inorginico e 0,6 ug L' para timerosal em solucio,
equivalente a 60,0 pg L' de timerosal na vacina original ou 0,03 pg de
timerosal por dose de vacina. O procedimento foi aplicado para vacinas
de influenza, anti-rabicas, tétano, difteria e hepatite B, as quais
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demonstraram valores concordantes com os especificados pelos
fabricantes [34].

Metais de transicdo também foram investigados e/ou
identificados por Zheng et al. [35, 58] em abordagens utilizando a PVG-
ICP OES. Para a determinacdo de ferro em amostras bioldgicas e
ambientais [58], os autores desenvolveram uma nova abordagem para a
producdo de compostos voldteis de ferro com alta eficiéncia, na qual as
solu¢des contendo Fez+, Fe** e 4cidos organicos de baixa massa molar,
tais como férmico, acético ou propidnico eram expostos a uma fonte de
radiacdo UV. Uma eficiéncia de geracdo de 60% foi alcancada em 50 %
v/v de dcido férmico a pH 2,5 com um tempo de irradiacdo de 250 s
com utiliza¢do de uma lampada de merctrio de baixa pressao de 17 W.
Em comparagdo com a técnica de nebulizagio convencional, a
sensibilidade e limite de deteccdo foram de 80 a 100 vezes melhores,
respectivamente, utilizando a linha de emissdo em 238,204 nm para
Fe(Il). Desvio padrio relativo de 0,75% foi alcangado numa
concentracio de 100 pug L. A introdugdo de amostras por PVG foi
utilizada para a determinag¢do de concentragdes em niveis traco de ferro
em vdrios materiais de referéncia certificados ambientais e bioldgicos,
incluindo &4gua de rio, misculo e figado de peixes, fornecendo
resultados analiticos em concordancia com os valores certificados com
base em uma calibracio externa simples [58].

Zheng e colaboradores [35] também desenvolveram um novo
reator de pelicula fina e avaliaram seu desempenho analitico com a
PVG. O dispositivo, que compreende o gerador de radiacdo UV e um
separador gas-liquido, utiliza uma vareta de quartzo vertical central
sobre o qual a amostra € bombeada para produzir um filme liquido fino
propicio a geracdo de espécies voldteis. Eles utilizaram um arranjo
diferente, onde uma haste é alojada dentro de um tubo de quartzo
concéntrico através do qual um fluxo de gis de arraste/separador é
passado para remover e transportar as espécies geradas a um detector
ICP OES. O tubo de quartzo concéntrico é cercado por uma lampada de
mercurio de 0,5 m em forma de uma bobina de quartzo de baixa pressao
operando a 20 W. O desempenho do fotorreator de pelicula fina foi
avaliado através da comparag@o de pardmetros analiticos de desempenho
para a deteccdo de diversos elementos submetidos a PVG na presenca de
acido férmico ou acético. O método apresentou aumento de
sensibilidade de 1,3 a 250, com limites de deteccdo significativamente
melhores que os obtidos na andlise com introducdo de amostras por
nebuliza¢do pneumadtica. Porém, os autores demonstraram a aplicagio
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dessa técnica apenas para a determinacdo de Fe e Ni em amostra
bioldgicas de materiais de referéncia, com boa concordancia com os
valores certificados [35].

A técnica de cromatografia a gds acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) para a identificacdo de espécies voldteis de Fe
formadas através da técnica de PVG foi utilizada por Grinberg e
colaboradores [59], que analisaram o espectro de massa correspondente
as espécies formadas para Fe em meio de 4cido férmico. Fragmentos
contendo ferro foram identificados nas razdes m/z correspondentes ao
elemento Fe e de acordo com a abundancia isot(’)gica desse elemento
(Fe™ (5,8%), Fe* (91,72%), Fe’ (22%), Fe™ (0,28%)). Outros
fragmentos importantes foram observados nas razdes m/z 84, 112, 140,
168 e 196. Esses picos tém fragmento de fons de massa 28 ligados ao
Fe’®, sugerindo a adicdo de um ligante CO para cada fragmento, o que
implica na presenga de pentacarbonil ferro na razao m/z 196. Concluiu-
se que a irradiacdo com UV em solugdes contendo Fe na presenca de
acido foérmico resulta na formacdo de Fe(CO)s. Os resultados obtidos
com a utilizacdo de dcido acético foram semelhantes aos resultados
obtidos quando foi utilizado o 4cido férmico para a PVG, o que
corrobora com a conclusdo de que, na presenga de 4cido acético,
também ocorre a formagdo de Fe(CO)s. Porém, as intensidades relativas
para o 4cido acético foram cerca de 2,5 vezes menores do que as obtidas
em reagdo com dcido férmico [59].

A PVG aliada a técnica de AAS oferece vantagens que incluem
a possibilidade de elimina¢do das etapas de secagem e pirdlise,
aumentando a frequéncia analitica devido a reducdo do tempo e das
etapas do programa de temperatura. Elementos como o Hg, que pode ser
volatilizado ainda nas etapas de secagem e pirolise do programa de
aquecimento do forno de grafite, sdo particularmente beneficiados [60].
Com essa visdo, Jesus e colaboradores [61, 62] desenvolveram uma
metodologia para viabilizar a determina¢do de mercirio em gasolina,
nafta e petréleo condensado por PVG-AAS. As amostras de nafta e
petrdleo condensado foram bombeadas através do reator fotoquimico
como microemulsdes e os compostos voldteis formados foram
conduzidos para uma célula de quartzo para a medida de absorcdo
atdmica [62]. J4 as amostras de gasolina foram preparadas em meio de
propan-2-ol e foram analisadas por AAS com atomizagdo em forno de
grafite [61]. Foram investigados todos os pardmetros do sistema, tais
como as técnicas de preparacdo das amostras e 0os meios organicos para
a PVG. A adicio de 4cido orginico de baixa massa molar foi
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investigada pelos autores, que verificaram que ndo houve a necessidade
de utiliza¢do de 4cidos organicos, uma vez que o proprio propanol foi
eficiente para promover a gera¢do dos compostos voldteis de mercirio
em ambos os casos. Curvas de calibracdo foram construidas com
padrdes organicos e inorganicos, € ndo foi detectada diferenga
significativa nas sensibilidades obtidas para padrdes de origens distintas.
Um limite de deteccio de 0,1 pg L™ foi obtido [61, 62].

Noébrega e colaboradores [36] demonstraram a producdo de uma
espécie molecular volétil de Cd em meio de 4cido acético por PVG-
AAS usando um gerador de pelicula fina e uma fonte de UV de baixa
pressdo de 20 W, semelhante ao sistema utilizado por Zheng et al. [35].
O géds argdnio foi utilizado para carrear a espécie até um atomizador
constituido por um tubo de quartzo aquecido a 900 °C. Segundo os
autores, foi necessdrio o aquecimento do tubo de quartzo, pois a espécie
gasosa de Cd que estava sendo gerada e transportada para o atomizador
frio sofria condensac@o nas paredes do tubo. Assim, uma temperatura
superior a 900 °C foi necessdria para a eficiente atomizacdo de Cd, pois
abaixo de 770 °C nenhum sinal de absorvancia foi observado. A adicdo
de 10% de H, junto ao gds de arraste (Ar) foi necessdria para aumentar
em trés vezes o sinal analitico e obter uma 6tima atomizagdo, o que
sugere um processo de atomizacdo termoquimica semelhante a sofrida
por hidretos metélicos. Efeito de memoria foi observado e os autores
sugeriram que as espécies volateis de Cd volateis seriam adsorvidas em
superficies de vidro de borossilicato e de quartzo. A eficiéncia de
geracdo de vapor foi superior a 90%, mas a transferéncia do analito para
o detector foi critica, resultando em precisdo proxima a 30% (RSD)
[36].

2.3. Geracao de vapor por irradiacio com micro-ondas

Devido as vantagens do aquecimento rdpido e uniforme, a
radiacdo de micro-ondas € frequentemente utilizada em quimica
analitica, incluindo processos de digestdo [63], extracdo [64], producdo
de plasma [65] e combustdo de amostras [66, 67]. Em contraste com as
técnicas convencionais de aquecimento, 0 aquecimento por micro-ondas
€ mais rdpido porque as ondas eletromagnéticas atuam diretamente
sobre fons e dipolos, aquecendo rapidamente a solucdo a partir do
interior, em vez de basear-se na transferéncia de calor por processos
convectivos, a partir de uma fonte externa. A energia de micro-ondas
tem sido aplicada para acelerar reacdes que envolvem a cisdo de
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ligacdes duplas e a hidrogenodlise de varios grupos funcionais, utilizando
dcido férmico ou formiato como doador de hidrogénio [68].

Os aspectos caracteristicos de uma nova técnica utilizando um
fotorreator micro-ondas/ultravioleta (MW/UV), tteis para processos
fotoquimicos assistido por micro-ondas foram apresentados por Ferrari
et al. [69] para obter resultados na fotodescoloragdo de acid orange 7
em uma solucdo aquosa contendo H,O,. As vantagens em relacdo a
outros procedimentos experimentais, como a reducdo do consumo de
reagentes, economia de energia e configuracdo mais simples foram
realcadas. O reator fotoquimico construido pelos autores foi constituido
inteiramente de quartzo fundido. A 1dmpada MW/UV foi construida em
um bulbo de quartzo com 15 mm de didmetro externo e preenchida com
cerca de 1 mg Hg e 0,66 kPa de argbnio. Um tubo de quartzo fundido
com 5 mm x 3 mm, foi colocado de modo coaxial com a lampada de
mercurio e foi utilizado para acomodar uma antena de micro-ondas,
operando a 2450 MHz e produzindo uma descarga de plasma no interior
da lampada. A antena de micro-ondas foi feita de um cabo coaxial de
2,5 mm semi-rigido, com uma capacidade médxima de processamento de
poténcia de cerca de 80 W. O método proposto pelos autores permitiu
ativar uma reagdo quimica com micro-ondas e radiacdo UV usando uma
fonte de micro-ondas imersa no sistema sem a necessidade de um forno
de micro-ondas. A degradacdo do acid orange 7 foi monitorada por
HPLC e por espectrometria de absor¢do molecular no UV-Vis. Nesta
configuracdo experimental, a energia de MW disponivel foi
completamente utilizada para produzir radiagdo UV e aquecimento do
sistema, ambos contribuindo para o processo de descoloracdo, sem
perda de energia para o ambiente ou para as paredes de um forno. A
possibilidade de gravar os dados espectrométricos durante o processo
sem a necessidade de retirada da amostra e usando técnicas auxiliares
comuns demonstraram uma grande vantagem. Essa técnica muito
eficiente aumentou o controle de rendimento da fotodegradagdo. O
método mostrou-se versitil e a escala para aplicacdes industriais foi
considerada vidvel pelos autores [69].

Angeli e colaboradores [10] utilizaram o sistema construido por
Ferrari et al. [69] e desenvolveram um método fotoquimico para a
oxidagdo do p-hidroximercuribenzoato (pHMB), uma espécie de
mercurio organico amplamente utilizada para mercaptanas e compostos
labeis contendo o grupamento tiol. O pHMB é um composto organico
de mercirio que reage através da afinidade mercudrio-enxofre com
grupos sulfidril em peptideos, proteinas e outras moléculas. O método
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baseia-se em uma técnica totalmente integrada MW/UV, ou seja, um
reator fotoquimico para a digestdo de pHMB, seguido pela detec¢do por
AFS acoplada a geracdo de vapor frio (AFS-CVG) [10]. Esse sistema
inovador MW/UV possui uma antena de MW que estd inserida dentro
de uma lampada de quartzo contendo vapores de merctrio. A radiacio
MW excita o Hg0 dando origem a uma fonte de radiacio UV. Além
disso, a radiagdo MW € capaz de interagir com as moléculas polares em
solucdo e produzir uma espécie de efeito sinérgico MW + UV,
potencialidades que ainda ndo foram completamente exploradas. A
vantagem desse sistema MW/UV € que ele estd imerso em um banho
termostatico e pode ser operado a uma temperatura controlada, em
particular, em condi¢des de baixas temperaturas (menores que -10 °C),
algo importante nos sistemas de reacdo onde ambos MW e fontes de UV
podem aquecer a solu¢do de um modo descontrolado, produzindo
efeitos negativos sobre os resultados analiticos [10]. O processo de
MW/UV levou a conversdo quantitativa de pHMB e tiol-pHMB
complexos para Hg(Il), com um rendimento entre 91% e 98%, sem o
uso de reagentes quimicos oxidantes. Nesse caso, os autores nio
utilizaram a interface MW/UV com o objetivo de gerar as espécies
volateis de Hg' diretamente e foi necessdria a utilizagdo de NaBH, para
realizar a CVG. Essa reacio foi seguida pela redugdo do Hg2+ a Hg0
realizada em bobina de reacdo em espiral com uma solucao de NaBH, e
a deteccdo foi realizada em um AFS em chama Ar/H, miniaturizada
[10].

Campanella et al. [70] também utilizaram o sistema de Ferrari e
colaboradores [69], mas com a proposta de desenvolver uma
metodologia para a determinacdo de timerosal por injecdo em fluxo (FI)
com base no sistema fotoquimico MW/UV, seguido de geracdo de vapor
frio com detec¢do em espectrometria de fluorescéncia atdomica (CVG-
AFS). O timerosal foi convertido quantitativamente pelo sistema
MW/UV para Hg(II), com um rendimento de 97 + 3%. Essa reacdo foi
seguida por redu¢do do Hg(I) para Hg0 realizada em uma bobina de
reacdo com uma solu¢do de NaBH, e deteccdo por AFS em uma chama
miniaturizada de argdnio/H,. A faixa linear do método foi de 0,01 a 2
mg L, com um LOD de 0,003 mg L' [70]. Apesar da utilizacio da
técnica MW/UYV para fotodegracéo e conversdo das espécies organicas a
Hg2+, nenhuma das aplica¢des desse sistema teve o prop6sito da geragéo
fotoquimica de vapor para a conversdo direta de espécies
organometdlicas em Hgo.

17



Revisdo Bibliografica

Uma nova e relativamente simples técnica de geracdo de vapor
utilizando irradiacdo com micro-ondas acoplada a AFS foi desenvolvida
por Wu et al. [11] para a andlise de especiagdo de Hg em amostras
bioldgicas e geoldgicas. Na presenca de dcido férmico, o Hg inorganico
(Hg2+) e o Hg total (Hg2+ e MeHg) podem ser convertidos em vapor frio
de mercirio (Hgo) por irradiacdo de micro-ondas, sem e com a presenca
de H,0,, respectivamente. O vapor frio foi subsequentemente libertado
a partir da fase liquida e rapidamente transportado para um
espectrometro de fluorescéncia atdmica para a deteccdo de mercirio. As
condi¢des Gtimas para a geragdo de vapor, bem como interferéncias de
fons concomitantes foram cuidadosamente investigados, mostrando que
as interferéncias significativas decorrente da maioria dos elementos
alcalinos e alcalinos terrosos tipicos da CVG ndo foi encontrado. No
entanto, Sn** causou uma grave interferéncia, provavelmente porque
Hg2+ ¢ reduzido para Hg0 por SnCl, e libertado da fase aquosa antes da
PVG. Um limite de deteccdo de 0,005 pg L™ para o mercirio total ou
mercurio inorganico foi obtido. Uma precisdo menor que 3% (RSD)
para uma solucio de 2 ug de L™ de merciirio foi obtido. A exatiddo do
método foi validada por determinacdo de mercirio em materiais de
referéncia certificados geoldgicos e bioldgicos. Essa foi a primeira
aplicagdo da técnica de MW para a geracdo fotoquimica de vapor [11].

2.4. Sistemas alternativos para geracao de vapor
2.4.1. Geragdo de Vapor por Ultrassom

A geracdo de vapor com aplicacdes na quimica analitica
também pode ser conduzida por meio da producio de radicais por ondas
de ultrassom (US). Essa técnica enquadra-se no contexto da quimica
verde e tem sido descrita para a determinag¢do de mercirio em amostras
liquidas apds contato com ultrassom de alta intensidade. Segundo Gil et
al. [71], o Hg volatil pdde ser convertido através de um sonorreator sem
0 uso de um agente redutor quimico, sendo transportado para uma célula
de quartzo mantido a temperatura ambiente e analisado por AAS. O
mecanismo envolve a reducio do Hg2+ para Hg0 por reducdo dos gases
formados ap6s irradiacio com US e subsequente volatilizacio do Hg’,
devido ao efeito de desgaseificacdo causado pelo fendmeno de
cavitacdo. A adicdo de um 4cido organico de baixa massa molar, tal
como 4cido férmico, favoreceu o processo, mas também ocorreu a
geracdo de vapor de Hg a partir de solu¢des em dagua ultrapura. O limite
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de deteccio obtido para o método foi de 0,1 pg L' e a precisdo,
expressa como o desvio padrio relativo, foi de 4,4%, mostrando que o
processo € compardvel 8 CVG convencional [71].

Ribeiro et al. [8] desenvolveram uma metodologia para a
redugdo de ambos Hg2+ e CH3;Hg" através de banhos de US aplicados a
amostra de dgua. Segundo os autores, o US produz dreas de densidade
suficiente para alcancgar tanto o aquecimento localizado na amostra
como gerar radicais a partir das solucdes de amostra preparadas com
solventes como o acido férmico, acido acético e TMAH. Segundo os
autores, esse fato decorre dos efeitos quimicos associados com a
absorcdo de US em meio aquoso, atribuido a fendmenos de cavitagdo,
em que o colapso de bolhas microscépicas violentas no liquido irradiado
produz temperaturas e pressoes locais dentro dessas cavidades de gds da
ordem de 4000 K e 200 bar, respectivamente. Sob tais condi¢des, pode
ocorrer a dissociagéo das moléculas de dgua para se obter radicais H e
‘OH que, na presenga de oxigénio dissolvido, podem se recombinar
novamente para formar H,O e H,O,. No entanto, na presenca de outras
espécies quimicas, como os dcidos organicos, esses radicais primarios
podem ser eliminados para produzir radicais secundarios. Assim, essas
reacdes provocadas pelo US podem ser tteis como ferramenta analitica.
Os autores otimizaram um reator para andlise em batelada utilizando
uma sonda de US como fonte de energia e um sistema de fluxo continuo
com base em um banho de US. A reducio de CH;Hg" para Hg0 ocorreu
apenas com um banho US de energia relativamente elevada e, portanto,
ndo foi observada quando um banho de US convencional foi usado para
a geragdo de vapor frio [8].

E possivel realizar andlises de especiacio de Hg através da
técnica de geracdo de vapor frio por irradiacdo de ultrassom variando
apenas a intensidade da sonda de US e os 4cidos organicos utilizados.
Porém, o efeito de memoria e a presenga de concomitantes (NaCl, KCI,
MgCl,, and Na,CO3) podem comprometer a eficiéncia da técnica [8,
71].

2.4.2. Geragdo de Vapor por Descarga de Barreira Dielétrica

A descarga de barreira dielétrica (dielectric barrier discharge —
DBD) é uma técnica antiga para a geracdo de plasma ndo térmico [72].
Os elétrons de alta energia gerados pela descarga podem colidir com
moléculas gasosas como, por exemplo, o oxigé€nio, para produzir
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diversos fons e radicais. Portanto, o processo pode ser altamente eficaz
para as reacdes de oxidacdo ou reducdo, aumentando a dissociagdo
molecular, tanto na produgdo de radicais livres como para simular as
reacdes quimicas [72, 73]. Em contraste com outras técnicas de plasma,
o DBD oferece vdrias vantagens Unicas, como excelente capacidade de
dissociag@o de espécies moleculares, a simplicidade da técnica, a baixa
temperatura do gas (600 K), baixo custo de instrumentacdo e operagdo a
pressao atmosférica [74].

O DBD tem sido utilizado hd décadas para o tratamento de
aguas residuais, aplicado com sucesso na producdo e comercializacdo de
ozonio e [75] para a limpeza e esterilizacdo do ar [73]. Atualmente, o
DBD ¢ também empregado em técnicas relacionadas a quimica
analitica, incluindo aplicagdes como atomizador para a AAS [73, 76] ou
AFS [77], como fonte de excitacdo para a espectrometria de emissao
optica (OES) [78] e como fonte de ioniza¢do para a espectrometria de
massa (MS) [79].

Recentemente, Zheng et al [74] descreveram uma nova
abordagem para a geracdo de HgO com alto rendimento, utilizando um
mini-DBD construido em laboratério. O vapor de Hg foi facilmente
gerado em DBD a partir da prépria solucdo de amostra em meio de
dcido férmico, mesmo sem a adi¢do de qualquer agente redutor. O efeito
das condi¢des de reagdo sobre a eficiéncia da gera¢do de vapor foi
investigado em detalhes. O trabalho foi desenvolvido em um ICP OES e
o método proposto foi usado com sucesso para a quantificacdo de
mercurio em nivel ultra-traco em uma amostra de referéncia certificada
de 4gua e em amostras de 4gua mineral [74].

2.4.3. Geragdo Eletroquimica de Vapor

A geracdo de vapor de metais voldteis e ndo-volateis pode ser
conduzida a partir de diferentes estratégias analiticas que ofereceram
suporte para a introdu¢do de amostras em espectrometria atdmica e de
massa. Zhang et al. [80], por exemplo, desenvolveram um novo sistema
de geracdo de vapor frio eletrolitico (ECVG) para a determinagdo de Hg
em um citodo de Pt/Ti, na presenca de &4cido organico. Os autores
compararam o uso de &cidos inorganicos (HNOs;, HCl e H,SO4) com
acido férmico e esse dltimo aumentou significativamente a intensidade
do sinal para Hg a partir da geragdo eletroquimica de vapor no citodo de
Pt. Observou-se, ainda, reducio nos efeitos da erosdo do catodo sobre a
estabilidade da intensidade do sinal para Hg. Os autores construiram
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uma célula eletrolitica de politetrafluoretileno (PTFE), que consistia em
compartimentos catédicos e anddicos. O cdtodo e o anodo foram
incorporados na mesma célula, porém, separados por duas fendas de
PTFE vedadas com uma membrana de permuta idnica entre os dois. Um
anodo de haste de Pt foi fixado no fundo do canal do anodo da célula.
Alguns materiais, tais como Pb, Ti, grafite e Pt foram estudados como
catodo e a drea de superficie do cdtodo era de cerca de 5 cm’. O
fornecimento de energia para a célula eletrolitica ocorreu através de uma
corrente constante e unidade de tensdo constante. Os vapores de Hg e de
hidrogénio foram gerados na superficie do citodo e, em seguida, os
produtos da reacdo foram misturados com Ar e conduzidos por um tubo
transversal. O vapor, em seguida, passou por um separador gés-liquido,
onde o gis contendo vapor de Hg foi dirigido para o atomizador e
determinado por AFS [80].

Outros grupos investigaram a ECVG para a determinacio de
Hg. Cerveny et al. [81] desenvolveram uma técnica para a determinacio
de Hg inorginico em amostras de dgua por geracdo eletroquimica de
vapor de mercirio a frio com aprisionamento in situ em um forno de
grafite comercial recoberto com uma folha de ouro. Pt e HCI foram
usados como cdtodo e solugdo catddica, respectivamente, ¢ o LOD
obtido foi 0,33 ng mL™' [81].

Arbab-Zavar et al. [82] descreveram o uso da técnica de ECVG
para a determinacio de Hg, baseado na reducdo eletrolitica de Hg(II)
sobre um cdatodo de grafite, o aprisionamento in situ de vapor de
mercurio e a sua volatilizacio em um tubo de quartzo alinhado no
percurso 6ptico de um espectrOmetro de absor¢do atdomica. O LOD
obtido foi de 2 ng mL™ [82]. A geraco eletroquimica de vapor é um dos
métodos bem sucedidos para a determinacdo de mercurio utilizando
elétrons como uma alternativa adequada para substituir os agentes SnCl,
ou THB na redugdo de Hg2+, mas requer uma selecdo cuidadosa do
material do cdtodo [80] e apresenta efeitos de memdria significativos,
resultantes da presenca de metais reduzidos depositados sobre a
superficie do cédtodo.
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PARTE I - Determinacao de elementos traco por PVG-ICP-MS

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver uma configuracdo simples e rdpida para a

determinacdo elementar em amostras de bebidas alcodlicas e dgua de
mar por PVG-ICP-MS, utilizando apenas a diluicdo como preparo de
amostra e determinag@o dos analitos.

3.2. Objetivos especificos

>

Construir um reator para a técnica de geragcdo fotoquimica de
vapor acoplada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, utilizando uma lampada UV e bobinas
de reacdo em quartzo;

Otimizar a natureza e a concentragdo de dcidos organicos de
baixa massa molar na geragdo fotoquimica de vapor;

Avaliar o tempo de irradiacdo UV necessdrio para a geragio
fotoquimica de vapor de Ni, Co e Te em bebidas alcodlicas e
Fe, Sc, Hg e V em amostras de d4gua do mar;

Otimizar os pardmetros instrumentais ICP-MS para maximizar
o sinal obtido para Ni, Co, Te, Fe, Sc, Hg e V por PVG-ICP-
MS;

Investigar potenciais espécies interferentes inerentes ao
procedimento analitico e na geragdo fotoquimica de vapor;
Avaliar diferentes estratégias de calibracdo e definir a mais
adequada as determinagdes;

Verificar a exatiddo do método proposto através de comparagio
de resultados com metodologias distintas;

Determinar Ni, Co e Te em amostras de bebidas alcodlicas
proveniente de diferentes matérias primas;

Determinar Fe, Sc, Hg e V em amostras de dgua do mar da
regido de Floriandpolis.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Instrumentagdo

O reator para a PVG foi construido utilizando duas lampadas
UV de 40 W, 220 V, 1 m de comprimento e operando num comprimento
de onda de 254 nm (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). As amostras
foram introduzidas com o auxilio de uma bomba peristiltica e
conduzidas para um capilar de quartzo que foi disposto sobre as
lampadas UV. O volume interno total do reator no qual a amostra é
exposta a radiacdo UV é de 6,5 mL, 0,4 cm de didmetro interno e 1 m de
comprimento. As amostras irradiadas foram conduzidas a um separador
gas-liquido de trés cavidades e os analitos foram introduzidos no ICP-
MS por uma vazao constante de argdnio com pureza de 99,996% (White
Martins, Sdo Paulo, Brasil). As vazdes de introdu¢do de amostras para
bebidas alcodlicas no reator foi de 3,8 mL min” e para as amostras de
dgua do mar foi de 2,7 mL min’l, ambas foram introduzidas com o
auxilio de um funil constituido de teflon. A matriz da amostra separada
pelo separador gas-liquido foi conduzida para o descarte com o auxilio
de uma bomba peristaltica. A Figura 1 mostra um esquema do sistema
de reator utilizado neste trabalho e a Figura 2 mostra uma foto
ilustrativa do sistema de PVG construido no laboratdrio.
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Figura 1. Representacdo esquematica do reator de PVG acoplado ao
ICP-MS. GLS representa o separador de gds-liquido.

Reator UV ICP-MS
GLS
Entrada
de gas Ar
Descarte

Bobina de
4 Quartzo

—_— Amostra

LT

Bomba
u u peristaltica
 —

Fonte: Acervo pessoal, 2014.
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Figura 2. Imagem ilustrativa do sistema de PVG e reator UV construido
em laboratdrio.

Fonte: Acervo pessoal, 2014.

Para o desenvolvimento do trabalho foi utilizado um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado Perkin
Elmer-SCIEX ELAN 6000 (Thornhill, ON, Canada). As medidas foram
realizadas através do monitoramento dos is6topos 6ONi, 59Co, 130Te, 57Fe,
#Sc, *Hg e °'V, e os sinais obtidos representam as intensidades
integradas dos analitos (drea de pico). O gds argébnio com uma pureza de
99,996% foi utilizado como o gés principal, auxiliar e gds de transporte
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(White Martins) no ICP-MS. As condi¢des de operacdo do ICP-MS
estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros operacionais do ICP-MS para a determinacio de
elementos-traco usando a PVG.

Poténcia RF (W) 1200%/1300°
Vazdo de gés Princip 2}1. 150
(L min’l): Secundario 1,0
Carreador 0,75
Cones Amostrador/ skimmer Pt
Medida do sinal Area de pico
Replicatas/leituras 300
Replicatas 3
Dwell Time 50 ms
Modo Auto lens On
Pulso 1250V
Voltagem do Analégico -2287V
detector: Modo de operagio do Dual
detector

“ Para determinac@o de Co, Ni e Te em bebidas alcodlicas por PVG-ICP-
MS;

® Para determinagdo de Fe, Sc, Hg e V em amostras de d4gua do mar por
PVG-ICP-MS;

4.2. Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados possuiam, no minimo, grau
analitico. Agua com uma resistividade de 18,2 MQ cm foi deionizada
em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Acido acético
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e acido férmico (Merck) foram
purificados pela destilacdo dupla em destilador de quartzo (Kiiner
Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha), com aquecimento abaixo do
ponto de ebulicdo. As solucdes de calibragdo de Co, Ni, Te, Fe, Sc, Hg e
V foram preparadas a partir de solucdes estoque individuais de 1000 mg
L' (Specsol, Sao Paulo, Brasil). Acidos acético e férmico foram usados
como diluentes para as amostras. Frascos de polipropileno (BD,
Franklin Lakes, NJ, EUA) foram utilizados para preparar todas as
solugdes.
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Acido nitrico (Merck) purificado pela destilacio dupla em
destilador de quartzo (Kiiner Analysentechnik) foi utilizado para a
digestdo das amostras de bebidas alcodlicas e dgua do mar e na
preparacdo de padrdes para as curvas de calibracdo para a andlise
utilizando a técnica de introducdo de amostra por nebulizagdo
pneumdtica em ICP-MS (PN-ICP-MS) e posterior compara¢do com a
técnica de PVG.

Para a andlise de bebidas alcodlicas, um total de cinco bebidas
alcodlicas adquiridas no mercado local do municipio de Floriandpolis
foi analisado, sendo trés amostras de cachaca, uma amostra de vodca e
uma amostra de vermute doce.

Para a andlise de dgua do mar foram coletadas quatro amostras
na cidade de Floriandpolis, das praias de Jureré, Santo Antdnio de
Lisboa, Beira-Mar e Armacfo, foram armazenadas em frascos de
polipropileno e conservadas sob refrigeracdo a temperatura inferior a
7°C.

4.3. Procedimento experimental

As amostras e padrdes de calibragdo foram inseridos em fluxo
com o auxilio de uma bomba peristaltica eletronica e foram conduzidos
para um reator fotoquimico composto por uma ldmpada de emissdo UV
254 nm sobre a qual foi disposto um capilar de quartzo (didmetro
interno de 0,4 cm) de modo a formar sobre a superficie da lampada uma
“bobina” de reacdo. O liquido resultante da passagem da solu¢do na
camara de reacdo fotoquimica foi, entdo, conduzido a um separador gas-
liquido e o gis formado no espaco livre entre o liquido e as paredes do
separador foi arrastado por um fluxo de argénio até o instrumento onde
foi realizada a deteccdo por ICP-MS. Para a otimizacdo da PVG, foram
investigados parametros como tipo e concentracdo de 4cido organico de
baixa massa molar, tempo de irradiacdo UV e vazdes de amostra e de
gds de arraste.

Para a andlise de bebidas alcodlicas por PGV-ICP-MS aliquotas
contendo até 7,0 mL da amostra foram utilizadas. A estas aliquotas
foram adicionados 1,05 mL de acido acético concentrado e 1,05 mL de
acido férmico concentrado (que corresponde a 7,5% v/v de cada
solvente) e o volume final foi completado para 14,0 mL com dgua
deionizada.

Para a andlise de dgua do mar por PGV-ICP-MS, aliquotas
contendo até 9,0 mL de cada amostra foram utilizadas. A estas aliquotas
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foram adicionados 0,5 mL de acido acético concentrado € 0,5 mL de
dcido férmico concentrado (que corresponde a 5% v/v de cada reagente),
completando um volume final de 10,0 mL.

Todos os procedimentos de preparo de amostra e os testes de
recuperacdo foram realizados, no minimo, em triplicata e as
determinag¢des foram conduzidas com calibra¢do por adicdo do analito
para a quantificacdo. Solucgdes de “branco” foram analisadas em paralelo
a cada amostra e condicdo avaliadas neste trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinacao de Ni, Co e Te em amostras de bebidas alcodélicas
5.1.1. Avaliagdo da concentragdo de dcidos orgdnicos

O desenvolvimento do método teve inicio com as otimizagdes e
testes para o preparo de amostra de bebidas alcodlicas, de modo a
selecionar o dcido orgénico de baixa massa molar mais adequado para o
processo de PVG. Testes iniciais foram realizados usando dcido acético,
acido férmico e a mistura de quantidades iguais destas substincias.

Os resultados mostrados na Figura 3 demonstram que a
utilizacdo exclusiva de 4cido acético resultou na menor sensibilidade
para todos os elementos. Considerando-se que a eficiéncia da PVG
deriva da producio de radicais reativos que se combinam com o analito
para formar espécies volateis [83], pode-se supor que o 4cido acético
sozinho ndo produza uma concentracdo suficiente de radicais para
promover uma reagio fotoquimica eficiente. No entanto, quando o dcido
acético e acido férmico foram combinados foi possivel observar uma
melhoria significativa da intensidade do sinal para todos os elementos.
Essa observagdo pode ser devida ao fato de que as ligagbes de
hidrogénio entre as moléculas de 4cido acético levam a formacdo de
dimeros [84], que neste caso podem ser formados mesmo no estado de
vapor. Essa reacdo paralela reduziria a populacio de radicais reativos,
algo que, em ultima andlise, resultaria em baixa eficiéncia no processo
de PVG.

Outra possibilidade para explicar a maior sensibilidade para os
sinais obtidos com a mistura dos dcidos férmico (pKa = 3,77) e acético
(pKa = 4,76) pode ser compreendida com base na protonacdo do dcido
férmico, ja4 que este possui caracteristicas mais dcidas que o acido
acético. Quando os dois dcidos organicos estdo misturados pode ocorrer
o deslocamento do equilibrio para a protonacido do dcido férmico e a
formacgdo de um grupo de saida H,O estdvel pode ser favorecida a partir
da molécula de dcido férmico, facilitando, assim, a clivagem da ligacao
e a formacao de radicais livres também em solug3o.
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Figura 3. Efeito da concentra¢do dos dcidos organicos no sinal obtido
apés PVG para (a) ¥Co, (b) Ni e (© "0Te em amostra de vodca
diluida. Condicdes: Poténcia de RF 1200 W, 0,80 L min™' para vazio do
gas carreador, 105 s de tempo de exposicdo a radiacdo UV. As
concentragdes nominais para a mistura entre o dcido acético e dcido
férmico sdo expressas como a soma das concentracdes individuais; n=3.
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O 4cido férmico também pode formar dimeros através de
ligacdes de hidrogénio [84]. No entanto, quando os 4cidos acético e
férmico sdo misturados, assume-se que possa ocorrer uma perturbacio
no sistema e o aumento da sensibilidade pode ser atribuido a interagéo
entre as moléculas de acido acético e de acido férmico, levando a uma
reducdo na formacdo de dimeros e a um aumento na producdo de
espécies reativas radicalares. Como esperado, o resultado obtido
corrobora com o fato de que a eficiéncia do processo é também mais
elevada com o aumento da concentracdo de dcidos orgénicos, jd que este
parimetro deve estar associado ao aumento da concentragdo de radicais
apds exposi¢do a fonte de radiagdo UV. Para Te, no entanto, uma
reducdo no sinal analitico foi observada para concentra¢des superiores a
15% v/iv de LMWA (para a mistura de 4cidos acético e férmico).
Embora ndo existam estudos sobre o mecanismo de formagdo
fotoquimica de espécies voldteis de Te, pode-se inferir que o
comportamento peculiar observado para este elemento resulta de reacdes
paralelas quando da producédo de quantidades elevadas de radicais livres
em solugdo, o que desestabilizaria as espécies voldteis ja instdveis de Te.
Assim, como uma condi¢do de compromisso foi selecionada a mistura
dos 4acidos acético e formico 15% v/v para os experimentos
subsequentes.

5.1.2. Influéncia do tempo de exposicdo a radiacdo UV

O efeito do tempo de irradiacdo foi avaliado por exposi¢do de
solucdes de amostra a ldmpada de UV, no intervalo de zero a 190 s. As
amostras foram adicionadas de uma solug¢do contendo dcido acético e
dcido férmico em concentragdes de 7,5% v/v (cada). Um mesmo
volume, de 2,00 mL, foi utilizado para realizar todos os testes do tempo
de irradiacdo UV. A Figura 4 mostra os resultados obtidos a partir de
uma amostra de vodca enriquecida com Ni, Co e Te.
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Figura 4. Efeito do tempo de irradiacdo UV sobre os sinais analiticos
obtidos para os is6topos *Co, ®Ni e "°Te em amostra de vodca diluida
e preparada em 7,5% v/v de 4cido acético e 7,5% v/v de 4cido férmico;
n=3.
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Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram que a
formacdo de espécies volateis por PVG aumenta significativamente para
periodos superiores a 55 s de exposi¢do da amostra a radiagdo UV e
diminui com o tempo de irradiagdo superior a 105 s. Esse fato sugere
que as espécies voldteis formadas por PVG sdo degradadas quando
expostas a radiacdo UV durante periodos mais longos, o que pode ser
um efeito do aumento da temperatura do sistema, ou ainda pode ser
provocado pela instabilidade das espécies formadas. Como uma
condi¢do de compromisso, um tempo de irradiacdo de 105 s foi adotado
para os experimentos subsequentes.

5.1.3. Avaliagdo da vazdo de gds carreador e da poténcia de
radiofrequéncia

A otimizagdo dos pardmetros operacionais do ICP-MS,
incluindo vazdo de gas carreador e poténcia de radiofrequéncia (RF), foi
realizada utilizando a amostra de vodca para os analitos Co, Ni e Te. O
gds carreador do ICP-MS, usualmente empregado para formacdo de
aerossol em nebulizadores pneumadticos, foi desviado para o separador
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gas-liquido com o objetivo de transportar os vapores produzidos a partir
das reacdes de PVG para o ICP-MS. A influéncia da vazdo de gis
carreador sobre o sinal analitico foi investigada na faixa de 0,60-0,90 L
min', uma vez que vazdes superiores a 0,90 L min' provocavam
instabilidade no plasma. A Figura 5 mostra a influéncia da vazao de gis
carreador para os analitos presentes na amostra € em uma solucio
padrio, ambas preparadas em meio de dcido acético 7,5% v/v e acido
férmico 7,5% v/v.

Figura 5. Influéncia da vazao do gds carreador nos sinais obtidos para os
isétopos %Ni, *Co e "*Te presentes em (a) padrao aquoso e em (b)
amostra de vodca diluida, utilizando RF de 1200 W, tempo de exposi¢ao
a radiacdo UV de 105 s e preparo das solugdes em meio de dcido acético

7,5% vlv e acido férmico 7,5% v/v.
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Na Figura 5 é possivel observar que em baixas vazdes de gis
(0,60 2 0,70 L min™") o transporte das espécies voldteis para o [CP-MS é
prejudicado, produzindo assim um baixo sinal integrado para as espécies
de Ni e Co, principalmente. Entretanto, quando utilizadas vazdes
superiores a 0,80 L min"' os sinais para todos os analitos foram
amplificados. Vazdes de gds carreador superiores a 0,85 L min"' ndo
resultaram em melhora no transporte das espécies voldteis, em parte
devido a formagao de goticulas no canal que conduz as espécies ao ICP-
MS, o que sugere que vazdes elevadas reduzem a efici€ncia do processo
de separacdo gds-liquido. Com adocdo de vazdes superiores a 0,95 L
min™, o plasma indutivamente acoplado foi extinto. Assim, todas as
experiéncias foram conduzidas com uma vazio de gis carreador de 0,80
L min™.

O efeito da poténcia de radiofrequéncia foi avaliado na faixa de
1000-1600 W; os resultados podem ser observados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito da poténcia de RF nos sinais obtidos para os is6topos
Ni, ¥Co e "’Te em (a) padrao aquoso e em (b) amostra de vodca
diluida, utilizando vazdo de gds carreador 0,80 L min’l, tempo de
radiacdo UV de 105 s e preparo das solu¢des em meio de dcido acético
7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v.
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Como observado na Figura 6, a poténcia de RF exerce pouca
influéncia sobre a resposta analitica para Ni, Co e Te. Esses resultados
sdo, até certo ponto, esperados, pois a separacdo entre o analito e a
matriz da amostra ocorre de forma eficiente no separador gas-liquido, ou
seja, um aerossol “seco” € introduzido no plasma. Dessa forma, o ICP
torna-se unicamente responsdvel pela dissociacdo e ionizagdo das

espécies dos analitos. Assim, a poténcia de RF escolhida foi de 1200 W.
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5.1.4. Avaliagdo de potenciais espécies interferentes

Um estudo foi realizado para verificar o possivel efeito de
matriz causado por algumas espécies comumente encontradas nas
amostras analisadas. As soluc¢des aquosas dos analitos foram preparadas
para conter 10 mg L" de cada uma das espécies, sendo elas: NO; (a
partir do HNO3), NO; (a partir do AgNO3), Ca™ (a partir do 6xido de
Ca0), Mg2+, NH,4CI, NaOH e KOH, individualmente. Os sinais obtidos
para os analitos na presenca de cada espécie adicionada foram medidos
e avaliados. A Figura 7 mostra o gréfico obtido para o padrio de Ni e
Co 50 ug L' e Te 10 pug L' em meio de solugdes de NO3', Ca**, Mg,
CI, Na* e K" 10 mg L™ cada espécie.

Figura 7. Sinais analiticos obtidos para Co, Ni e Te por PVG-ICP-MS
na presencga de diferentes concomitantes simulando as interferéncias por
espécies adicionadas de NO;y, Ca*, Mg”, CI, Na' e K' com
concentracdo individual de 10 mg L™, Sinais obtidos a partir de solucdes
aquosas contendo 50 pg L™ de Ni e Co (individualmente) e 10 ug L™ de
Te em meio de acido acético 7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v.
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O resultado mais surpreendente deriva da presenca de nitrato na
solucdo. Observou-se que o sinal analitico para todos os elementos foi
completamente suprimido pela adi¢do de HNO5 0,14 mol L. A fim de
atestar que este efeito era decorrente da espécie nitrato e nao associado a
uma simples alteracdo no pH da solucdo, o experimento foi repetido
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utilizando-se AgNO; como fonte de fons NO3', a uma concentracio de
10 mg L. Sob estas condi¢des, a mesma supressio de sinais foi
observada, sendo as contagens reduzidas a valores de branco para todos
os elementos. Pode-se supor que as propriedades oxidantes dos fons
altamente oxigenados, tais como NOj, podem levar a formacdo de
radicais altamente reativos derivados do oxigénio, que podem ligar-se
aos fons do analito ou desencadear reacdes paralelas entre 0 NO3 e os
radicais formados a partir do processo de PVG. Os produtos das reacdes
seriam espécies altamente soldveis na solucdo da amostra, o que
reduziria a eficiéncia do processo de PVG. Resultados semelhantes
foram observados por Guo e colaboradores [83], que identificaram que a
adi¢do de NO;3 ou H,0, produziam um aumento de trés vezes no
rendimento da reacdo de formagdo de SeCO, mas inibiam
completamente a formacdo de SeH, e, possivelmente, de outros hidretos
metdlicos. Outros autores tém relatado a baixa eficiéncia do processo
associado a PVG na presenca de 4cidos inorginicos frequentemente
utilizados para a conservagdo e preparacdo das amostras (HCI, HNO;,
H,S0O, e H3PO,) [27, 85, 86], um fato atribuido a redug¢do na populagado
de radicais reativos na presenca destas espécies. Isto implica,
obviamente, no fato que as amostras ndo podem ser acidificadas com
HNO; para aplicagdo desse procedimento analitico, o que requer
processos de preparo de amostras diferenciados, particularmente para
andlise de materiais sdlidos e por essa razdo ha dificuldades em utilizar
materiais de referéncia certificados preservados em meio de HNO;.

Solucdes contendo CI e Mg2+ em concentra¢des individuais de
10 mg L™ ndo promoveram variagdes significativas no sinal analitico,
exceto para Ni, cujo sinal foi ligeiramente suprimido em uma solucio
contendo 10 mg L™ de CI". Atribui-se a este fato o potencial consumo de
alguns produtos da reacdo fotoquimica por fons CI' [86]. Um efeito
oposto foi observado em uma solugdo contendo 10 mg L"' de Na* e K.
Para a adigdo de K os sinais analiticos de Ni e Co foram acrescidos por
um fator de aproximadamente dois, € para Na" um ligeiro aumento nos
sinais analiticos foi observado para Co e Te. Por outro lado, uma
supressdo de sinal foi observada para Te em soluc¢des contendo 10 mg L
"de Ca®™, o que sugere que a determinagdo desse elemento por PVG-
ICP-MS estaria condicionada a presenca de baixas concentra¢des do
elemento alcalino-terroso na amostra.

Visto que a concentracdo de Ca™ nas amostras poderia ser
potencialmente elevada, a concentracdo deste elemento foi determinada
por ICP-MS com nebulizagio pneumdtica convencional. As
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concentra¢des de Ca nas amostras de cachaca e vodca foram inferiores a
3 mg L. Entretanto, a concentragio de Ca encontrada na amostra de
vermute doce foi superior a 10 mg L™, sugerindo que a supressio de
sinal para Te nesta amostra poderia potencialmente impedir a
determinacdo do elemento por PVG-ICP-MS.

5.1.5. Avaliacdo de estratégias de calibracdo para a determinagdo de
Co, Ni e Te em bebidas alcodlicas

Trés abordagens de calibracdo distintas foram avaliadas quanto
a capacidade de fornecer resultados exatos para os trés analitos nas
amostras, que incluem calibragdo com padrdes aquosos, calibragdo com
solucdes em meio de etanol simulando a matriz da amostra e calibragdo
por adicdo de analito, realizada utilizando cada uma das diferentes
amostras. Em todos os casos, o acido acético e o acido férmico foram
adicionados até uma concentracdo da mistura de ambos a 15% v/v e as
solucdes de calibragdo resultantes foram submetidas ao mesmo
protocolo de PVG ao qual as amostras foram submetidas.

A calibracdo por simula¢do de matriz, conduzida com padrdes
de calibragdo preparados na presenca de etanol, levou a instabilidade do
plasma, o que afetou severamente a precisdo das medidas.
Aparentemente, o transporte de etanol a partir do separador gis-liquido
¢ facilitado se o solvente orginico encontra-se em meio aquoso, 0 que
resultou na injecdo de quantidades significativas do solvente no ICP.
Desta forma, a calibragdo por simulacdo de matriz foi descartada, e os
demais estudos envolveram apenas a calibragdo por adicdo de analito e a
calibracdo externa com padrdes aquosos.

Os estudos de calibragdo envolvendo Co mostraram que a
sensibilidade obtida usando calibragdo por adicdo de analito para trés
amostras diferentes resultaram em sensibilidades semelhantes para todas
as amostras. Todavia, as inclina¢des obtidas para as curvas de calibracio
por adicdo de analito foram significativamente maiores (cerca de seis
vezes) do que as obtidas a partir da calibragdo com solugdes aquosas
submetidas ao procedimento de PVG. Neste caso, assume-se que um
efeito de matriz é responsdvel pelas discrepancias observadas,
possivelmente advindo da matriz alcodlica, e a calibracio por adicdo de
analito € a técnica de calibracdo mais vidvel. As curvas de calibracio
obtidas para Co por PVG-ICP-MS sdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8. Curvas de calibracdo para Co obtidas por PVG-ICP-MS
utilizando padrdes inorginicos em meio de 4cido acético 7,5% v/v e
dcido férmico 7,5% v/v, e curvas por adicdo de analito em amostras de
vermute doce, vodca e cachaca preparadas em meio de acido acético

7,5% viv e acido férmico 7,5% v/v.
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Para Ni, a curva obtida usando padrdes aquosos em meio de
acido acético e formico forneceu a mesma sensibilidade que as obtidas a
partir da calibracdo por adi¢do de analito para as amostras de vermute
doce e cachaca. No entanto, o mesmo efeito ndo foi observado para a
amostra de vodca, uma vez que a sensibilidade da curva por adicdo de
analito foi cerca de 30% maior, demonstrando um efeito de matriz
substancial associado a esta amostra. Apesar da calibragdo com padrdes
aquosos poder ser utilizada para a andlise de cachaca e vermute doce, a
calibracdo por adi¢do de analito corrigiu eficientemente os efeitos de
matriz e foi adotada para a quantificagdo de Ni em todas as amostras. As
curvas de calibragdo para Ni obtidas por PVG-ICP-MS sao mostradas na
Figura 9.
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Figura 9. Curvas de calibracdo para Ni obtidas por PVG-ICP-MS
utilizando padrdes inorginicos em meio de 4cido acético 7,5% v/v e
dcido férmico 7,5% v/v, e curvas por adicdo de analito em amostras de
vermute doce, vodca e cachaca preparadas em meio de acido acético
7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v.
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Segundo Guo e colaboradores [87], os compostos de Ni gerados
em reagdes fotoquimicas ja sdo conhecidos e foram produzidos ainda no
século XIX. Porém, o gds monéxido de carbono de alta toxicidade era
utilizado para a produgdo de Ni(CO),. Entretanto, com a utilizacdo da
PVG € possivel obter esse mesmo composto utilizando apenas solventes
de baixa toxicidade e sem riscos imediatos a satide ou ao meio ambiente.
Os compostos identificados por Guo et al [87] para a geracdo
fotoquimica de vapor de Ni sdo NiCO, Ni(CO),, Ni(CO); e Ni(CO),.

O comportamento da geracdo fotoquimica de vapor para o Co
nio segue exatamente o mesmo comportamento do Ni observado por
Guo et al. [87] devido as diferencas de espécies geradas pela PVG. Nao
hd uma definicdo sobre quais espécies de Co sdo produzidas, mas
Grinberg e colaboradores [88] fizeram uma tentativa de identificacio
das espécies de Co que sdo produzidas por PVG e identificaram Co(CO-
4)H e Co(CO4)H; como possiveis produtos da reacao.

A matriz alcodlica da amostra pode exercer influéncia
significativa, jd que também pode intervir na producio de radicais livres
e, consequentemente, nas espécies geradas pela PVG. Por isso, uma
possivel explicacdo para a alta sensibilidade obtida para a curva de
calibracdo por adicdo de analito utilizando a amostra de vodca estd na
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concentracdo alcodlica desta amostra, que possui cerca de 45% de
etanol, enquanto que as amostras de vermute doce e cachaga
apresentavam 20% e 38%, respectivamente.

Para Te, as sensibilidades obtidas a partir das curvas de
calibracdo por adicdo de analito para vermute doce e cachaga foram
diferentes em cerca de 30%. A curva de calibracio por adicio de analito
obtida para a amostra de vodca resultou em sensibilidade
significativamente maior quando comparada com as outras duas
amostras. Todavia, para este elemento a maior sensibilidade foi obtida a
partir da calibracdo com padrdes aquosos. Uma vez que foi demonstrado
que a eficiéncia do processo de PVG para Te é significativamente
dependente da presenca de Ca® nas amostras e este elemento estd
presente em niveis de mg L" em todas as amostras, a obtencdo de uma
menor sensibilidade para a calibracdo obtida a partir da calibracdo por
adi¢do de analito j4 era esperada. A dependéncia da sensibilidade para
Te da concentragdo de Ca € de tal modo que a ordem de sensibilidade
obtida a partir da calibracdo por adi¢do de analito segue a mesma ordem
de concentracdo de Ca nas amostras, ou seja, a amostra com uma
concentragdo de cdlcio superior (vermute doce) resultou na menor
sensibilidade frente as outras amostras analisadas, ao passo que a
amostra com uma menor concentracao de Ca (vodca) resultou em curva
de calibracdo com maior sensibilidade. Isto leva a crer que a calibracio
por adicio de analito € obrigatéria para a quantificacdo de Te,
principalmente quando a concentracdo de Ca nas amostras é elevada. As
curvas de calibracdo obtidas para o Te por PVG-ICP-MS sdo mostradas
na Figura 10.
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Figura 10. Curvas de calibragdo para Te obtidas por PVG-ICP-MS
utilizando padrdes inorginicos em meio de 4cido acético 7,5% v/v e
dcido férmico 7,5% v/v, e curvas por adicdo de analito em amostras de
vermute doce, vodca e cachaca preparadas em meio de acido acético
7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v.
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5.1.6. Pardmetros de desempenho analitico e aplicacdo analitica

Os valores de parametros de desempenho para o método sdo
mostrados na Tabela 2. O limite de quantificacdo (LOQ) é dez vezes o
desvio padrdo obtido de 10 leituras consecutivas do branco da amostra,
dividido pela inclinagdo da curva de calibracdo e considerando a
diluicdo das amostras, para ambos os métodos.

Tabela 2. Pardmetros de desempenho analitico obtidos para a
determinagdo de Ni, Co e Te em bebidas alcodlicas por PVG-ICP-MS;
calibracdo com adi¢do de analito.

Parametro Ni Co Te
Sensibilidade /L pg’ 34x10° | 22x10° | 24x10°
R’ 0,9990 0,9990 0,9932
LOQPVG/ pugL’ 0,1 0,5 0.4
*LOQ nebulizador / pg LT 3,5 4.5 1,2
RSD/ % 4-12 5-15 6-14

* Calibracdo aquosa.
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A fim de verificar a exatiddo do método proposto por PVG-
ICP-MS, todas as amostras foram analisadas em paralelo por ICP-MS
utilizando a nebulizacdo pneumdtica convencional, apds digestao
assistida por micro-ondas das amostras em uma mistura de HNO; e
H,0,. Os dados da Tabela 2 mostram que os limites de quantificacdo
obtidos por PVG-ICP-MS sdo 3 a 35 vezes menores do que os obtidos
por digestdo de amostras e andlise convencional utilizando um
nebulizador pneumdtico, algo que é em grande parte devido ao fato de
que em PVG-ICP-MS as amostras s3o analisadas sem dilui¢des
significativas, uma vez que a matriz pode ser separada dos analitos em
um separador gas-liquido, ap6s a reagdo fotoquimica.

Um total de cinco amostras de bebidas alcodlicas comerciais foi
analisado e os resultados sdo apresentados na Tabela 3. Como pode ser
observado, obteve-se uma boa concordincia entre os resultados
provenientes do processo de PVG-ICP-MS e as andlises por ICP-MS
convencional, o que atesta a boa exatiddo do procedimento, também
confirmado por um teste t pareado com nivel de confianca de 95%. A
quantificacdo de Te s6 foi possivel em uma das amostras, o que era
esperado considerando a baixa abundancia deste elemento. Em geral, a
concentracdo de elementos-traco na amostra de "cachaca 3", que €
oriunda de um produtor artesanal, ¢ maior do que para as outras
amostras de cachaga, que sdo de grandes produtores no Brasil. Porém, a
amostra de vermute doce apresentou os maiores valores de
concentracdes de Ni e Co.
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Tabela 3. Resultados obtidos para a determinag¢do de Ni, Co e Te em amostras de bebidas alcodlicas por PVG-ICP-
MS e ICP-MS com nebulizacido pneumdtica (digestdo de amostra); (média + intervalo de confianca de 95%; n = 3)

Amostras Ni/pg L' Co/pgL”’ Te/pg L’
PVG Nebulizador PVG Nebulizador PVG Nebulizador
Cachaga 1 <0,1 <35 <0,5 <45 <0,5 <12
Cachaga 2 <0,1 <35 <0,5 <4,5 <0,5 <1,2
Cachaca 3 240£12 22,0£5,0 7,7%1,5 5,6 £0,6 <0,5 <12
Vermute doce 40,1 £ 1,1 44,5+ 7,7 148+1,8 13,6 £4,5 <0,5 <1,2
Vodca 3,8+0,5 <35 0,70 £ 0,01 <45 1,5+0,05 1,410,1
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5.2 Determinacao de Fe, Sc, Hg e V em amostras de agua do mar

5.2.1 Avaliagdo da vazdo do gds carreador e poténcia de
radiofrequéncia

Inicialmente foram conduzidas as otimiza¢des da vazdo de gés
carreador e da poténcia de RF do instrumento de ICP-MS a fim de
ajustar a melhor condic¢do para a determinagdo dos elementos-traco. Os
resultados obtidos para a otimizacdo da vazdo de gds carreador sdo
mostrados na Figura 11.

Figura 11. Efeito da vazio de gds carreador no sinal obtido por PVG-
ICP-MS para “'Fe, ®Sc e >'V (100 ug L") e **Hg (5 ug L") em solucdo
de acido acético 7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v. RF= 1200 W;

tempo de exposicdo a radiacdo de 105 s.
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A variagdo na vazdo de gds carreador ndo proporcionou
alteragdes significativas na intensidade de sinal medida para Fe. Porém,
para Hg as contagens aumentaram por um fator de aproximadamente
trés com o aumento da vazao de gés de 0,80 L min” e para 0,85 L min
Todavia, a ado¢do de uma vazdo de 0,85 L min”' resultou em
instabilidade no plasma, e em casos extremos, como a adocido de uma
vazao de 0,90 L min’l, o plasma era extinto. Isso ndo ocorre comumente
quando se utiliza a nebuliza¢do pneumdtica como técnica de introducio
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de amostra, mas nestes casos a vazdo efetiva é ligeiramente inferior a
nominal, em fun¢do da dispersao do gds no grande volume da cimara de
nebuliza¢do, em contraste com o pequeno volume da camara do
separador gas-liquido. Além disso, assume-se que com a adocdo de
vazdes elevadas a eficiéncia do processo de separacdo gds-liquido é
reduzida, o que resulta na introdu¢c@o de quantidades significativas de
dgua e de 4cidos organicos no plasma.

Baixas vazdes de gis carreador favoreceram as contagens para
o sinal de V e bons desvios padrio entre as medidas foram obtidos com
0,65e¢0,70 L min'. Para Sc, os desvios padrdo entre as medidas foram
elevados e a adogdo de vazdo de gés entre 0,70 e 0,75 L min™ resultou
em melhor precisdo. Essa diferenca de resposta para cada analito pode
estar associada a estabilidade das espécies volateis geradas ou ainda a
influéncia no tempo de residéncia das espécies no plasma. Assim, a
vazdo de gds de arraste adotada como condicdo de compromisso para
todas as espécies foi de 0,75 L min”.

A poténcia de RF também foi avaliada, e os resultados estdo
expostos na Figura 12.

Figura 12. Efeito da Variagﬁo na 5poténcia de RF sobre o sinal obtido por
PVG-ICP-MS para *'Fe, ’Sc e 'V (100 ugLhe 202Hg (5pg L") em
solugdo de acido acético 7,5% v/v e acido férmico 7,5% v/v. Vazao de
gds carreador de 0,75 L min™ e tempo de exposicdo a radiacdo de 105 s.
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A variacdo da poténcia de radiofrequéncia ndo exerceu
influéncia significativa, em termos de sensibilidade, para Fe, Sc e V,
mas a sensibilidade para Hg foi significativamente melhor com a adog¢do
de poténcias RF superiores a 1300 W. Este efeito € atribuido ao fato de
o Hg, dentre os analitos mencionados, ser o elemento com maior
potencial de ionizac¢do, requerendo condi¢cdes de maior energia no
plasma para a produgdo de populacdes significativas de {ons
monoatomicos. Desta forma, a poténcia de RF selecionada foi de 1300
W.

5.2.2. Influéncia do tempo de exposicdo a radiacdo UV

Para realizar a determinacdo de Fe, Sc, Hg e V por PVG-ICP-
MS foi necessdrio utilizar uma ladmpada de radiacio UV emitindo no
comprimento de onda 254 nm e a otimizagdo do tempo de exposi¢do da
solucdo da amostra contendo os analitos a radiagdo UV é fundamental.
Na Figura 13 € possivel observar a influéncia do tempo de exposicdo a
lampada de UV sobre o sinal observado para os analitos.
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Figura 13. Influéncia do tempo de exposi¢do a radiacdo UV para os
is6topos TFe, ¥Sc e *'V (100 ugLhe 202Hg (5 ug L") em solugdo de
acido acético 7,5% v/v e 4cido férmico 7,5% v/v por PVG-ICP-MS.
RF= 1300 W; Vazio de gis carreador= 0,75 L min™.
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O tempo de irradiacio UV na amostra e de reagdo entre os
radicais orgénicos e os analitos € uma etapa importante para que seja
produzida a quantidade de radicais necessdrios para a geracdo, com
maxima eficdcia, das espécies voldteis. Todavia, considerando a
instabilidade de algumas espécies resultantes dos processos
fotoquimico, a exposicdo prolongada pode desencadear reacgdes
paralelas, que incluem a decomposi¢do das espécies voldteis e a
consequente perda de sensibilidade. Na Figura 13 € possivel verificar
que um tempo de irradiacdo UV de até 150 s seria indicado para Sc e
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Hg, pois periodos maiores de exposi¢ao resultaram em perda de precisido
e de sensibilidade para os sinais analiticos desses elementos. Em
contraste, o sinal para V apresentou-se mais elevado em periodos de
irradiacdo UV superiores a 200 s, o que sugere que as espécies volateis
de V sdo estdveis e dependem diretamente do aumento na concentracao
de radicais produzidos no processo de PVG. A sensibilidade para Fe foi
também superior com irradiagdo UV por 200 s. Trabalhos semelhantes
na literatura [58, 59] relataram que € necessdrio um tempo de irradiacio
de cerca de 250 s para uma geracdo fotoquimica eficiente de compostos
volateis de ferro na presenca de dcidos orgénicos de baixa massa molar.
A eficiéncia de geracdo de cerca de 60% poderia ser atingida, como
relatado por Zheng et al. [58], em que a temperatura, pH e concentracio
de 4cido férmico foram tomados como sendo os fatores mais
importantes para a PVG para Fe.

Entretanto, o longo tempo de exposicdo a radiagdo UV resultou
na formacdo de inimeras bolhas no fotorreator, provavelmente devido a
formacdo de produtos gasosos originados por fotélise, tais como H,, CO
e CO,, além das espécies de analitos volateis. Esse fato poderia implicar
na perda de repetitividade entre as medidas e, consequentemente,
maiores desvios padrio relativos.

Com base na discussdo prévia, a condi¢cdo assumida como
compromisso para o tempo de exposi¢do a radiacdo UV foi de 145 s,
utilizando uma poténcia de RF de 1300 W e vazdo de gds de arraste de
0,75 L min "' que foram otimizadas previamente.

5.2.3. Otimizagdo das concentragdes de solvente orgdnico para a
geragdo fotoquimica de espécies voldteis de Fe, Sc, Hg e V

O 4cido organico de baixa massa molar ideal para a producgio
fotoquimica de espécies voldteis de Fe, Sc, Hg e V foi avaliado
utilizando os 4acidos férmico, acético e suas misturas em diferentes
concentra¢des. O resultado dessas otimiza¢des realizadas com um tempo
de exposicdo a radiagdo UV de 145 s pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14. Avaliacdo da concentracio e tipo de dcido organico utilizado para a geracdo fotoquimica de vapor para os

elementos Fe, Sce V (100 ug L) eHg (5ug L™"). Poténcia RF= 1300 W; vazio de gds carreador= 0,75 L min”"
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De acordo com a Figura 14, baixas concentracdes de 4cidos
organicos LMW ndo favorecem significativamente a formagdo das
espécies voldteis dos analitos selecionados, com excecdo do Fe, para o
qual a intensidade de sinal é maxima com concentracdo de &cidos
organicos de 2% v/v. Altas concentracdes de dcidos organicos
favoreceram a sensibilidade para todos os analitos, o que corrobora com
a hipdtese de que o aumento na concentracdo dos 4cidos orgénicos
resulta na formagdo de populagdes maiores de espécies radicalares
quando a solu¢do € irradiada no UV.

O Fe também apresentou comportamento distinto em relagéo
ao tipo de 4cido que mais favorece a formagdo das espécies voldteis,
pois foi o tdnico elemento que apresentou a maior sensibilidade
utilizando apenas 4cido férmico para a geracdo dos radicais. Para Sc, Hg
e V, a mistura entre 4cido acético e acido férmico favoreceu a formacao
de espécies volateis, a exemplo do que havia sido observado para a
determinagéo de Co, Te e Ni.

Para Hg, a utilizacdo de d4cido acético para a geragdo
fotoquimica de espécies volateis ndo resultou em boa sensibilidade. Esse
fendmeno também foi identificado no desenvolvimento de uma
metodologia para determinacdo e especiacdo de merctrio por HPLC-
MW/UV-AFS (relatado no Capitulo II). O mecanismo de formacgdo das
espécies de Hg ainda é desconhecido, mas acredita-se que por PVG com
irradiacio UV também sejam formadas espécies de Hg" elementar,
assim como com MW/UV. Tal como os dados apresentados neste
trabalho, estudos realizados por Vieira et al. [16] também demonstraram
que concentracdes de acido acético abaixo de 20% v/v ndo permitem
gerar espécies voldteis a partir do Hg**. Contudo, para algumas espécies
organomercuriais, como MeHg, € possivel obter um excelente sinal com
5% v/v de acido acético, possibilitando a especiacdo quimica direta a
partir da variacdo na identidade e concentracdes dos acidos organicos
em solu¢do. Sem uma clara compreensdo do mecanismo da rea¢do nio é
possivel fazer mais comentdrios sobre esta observacdo empirica.
Entretanto, com base nessas observacoes, ¢ possivel que os resultados
apresentados por Bendl et al. [89] possam ndo corresponder as medidas
de mercirio total nos tecidos dos peixes por eles investigados, mas
apenas ao metilmercurio, o que provavelmente ndo resultaria em um
erro, pois a maior fracdo do mercurio presente em tecidos de peixe € o
proprio metilmercirio. Uma possivel explicagdo para os resultados
encontrados por eles provém do tipo de lampada utilizada para a
reducio de mercdrio em Hg’ conhecida por UV pen lamp 254 nm
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(modelo 90-0012-01, UVP, Inc., Upland, CA), que é menos intensa e
diferente dos modelos de lampadas UV utilizados nesse trabalho e no
trabalho publicado por Vieira et al. [16].

Sendo assim, como a condi¢cdo de compromisso para os dcidos
organicos utilizados tem que propiciar a determina¢do da maioria dos
analitos, foram empregadas as misturas de 4cido acético 5% v/v + 4cido
férmico 5% v/v para todos os elementos.

5.2.4. Avaliacdo de estratégias de calibracdo para a determinagdo de
Fe, Sc, Hg e V em dgua do mar

Ap6s o estudo das condigdes Otimas de todos os parametros
para os diferentes analitos, avaliaram-se as estratégias de calibragdo com
padrdes aquosos em meio de dcido féormico 5% + acético 5% v/v e a
calibracdo por adicdo de analito, utilizando dgua de mar (amostra Praia
da Armacio), visando identificar o procedimento mais adequado para a
quantificacdo de Fe, Sc, Hg e V em amostra de dgua de mar. A Figura
15 mostra as curvas de calibra¢des obtidas para Hge V.
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Figura 15. Curvas de calibragdo para os elementos Hg e V. RF= 1300
W; Vazio de gis carreador= 0,75 L min"'; tempo de exposicio a
radiacdo UV de 145 s.
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As curvas de calibracio foram realizadas todas no mesmo dia e
sob as mesmas condi¢des de andlise. Os resultados obtidos para a curva
de calibragdo por adi¢do de analito comparadas com a curva de
calibracdo obtida por meio de padrdes aquosos em meio de &cido
organico para Hg e V evidenciaram que a diferenca de sensibilidade foi
inferior a 10%, o que sugere que a calibragdo com padrdes aquosos é
vidvel para a quantifica¢do desses elementos.

Para V, foi monitorada a razdo massa/carga (m/z) 51, que pode
apresentar interferéncias isobdricas pelo fon poliatdmico °C1'%0*,
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Assim, para evitar a interferéncia do fon poliatdmico >C1'°0O* na
determina¢do da concentracdo de vanddio em amostras que contém
cloro em sua matriz, uma alternativa seria monitorar o isétopo OV de
abundancia natural 0,25%, em vez de monitorar o isétopo principal do
vanidio (°'V), de abundancia 99,75%. Isso porque a interferéncia
espectral é especifica para uma determinada razio m/z e nio para o
elemento em si. Porém, quando se opta por monitorar um isétopo
alternativo, ha prejuizo a sensibilidade da andlise e, por consequéncia,
aos limites de deteccdo (LOD).

Para viabilizar a quantificacdio de V, foi empregada uma
equacdo de correcdo para a razdo m/z 51, com monitoramento
concomitante do sinal obtido na razdo m/z 53, proveniente da formacgao
da espécie *’C1'°0". Esta abordagem, em conjunto com a calibracio com
solucdes aquosas, foi utilizada para a quantificacdo de V em amostras de
dgua do mar. Sendo assim, a equagdo aplicada segue o modelo:

Abundancia *Cl

MV =15)-I(33)x —mM7MM——
(D -1G3) Abundéncia ' Cl

Equacio (4)
Onde,

I (51) = ¢ a intensidade medida na razdo m/z 51;

I (53) = € a intensidade medida na razao m/z 53;

Abundancia *’Cl = é a abundéncia natural do isétopo **Cl (75,78%)
Abundancia *’Cl = é a abundéncia natural do isétopo *'Cl (24,22%)

Deve-se ressaltar que a sensibilidade obtida através de
calibracdo por adi¢do de analito é semelhante a sensibilidade obtida
utilizando-se calibragdo com padrdes aquosos, indicando que essa
ultima poderia ser utilizada para uma determinagcdo livre de
interferéncias. Portanto, a curva de calibragdo utilizando padrdes
aquosos em meio de 4cidos férmicos 5% e acético 5% v/v foi
empregada para as determinacdes de Hg e V em amostras de dgua do
mar sem comprometer a exatidao das determinacdes.

As tentativas de quantificagdo de Sc e Fe foram frustradas, ja
que as curvas de calibragdo nio seguiram um comportamento linear.
Este fato impossibilitou realizar a determinacdo dos elementos Sc e Fe
nas amostras.

Para Fe, a correlagdo entre sinal e concentragdo mostrou-se
vélida apenas em uma faixa estreita de concentra¢des, 0o que tornou o
processo de calibracdo invidvel. Para Sc, a sensibilidade observada foi
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insuficiente para permitir a quantificacdo nas amostras. Dessa forma,
estudos adicionais sdo requeridos para a quantificacdo desses elementos
nas amostras de dgua do mar, incluindo otimiza¢des dos parametros
utilizando as préprias amostras.

A Tabela 4 sumariza os parametros de desempenho analitico
obtidos para Hg e V por PVG-ICP-MS.

Tabela 4. Pardmetros de desempenho analitico obtidos para a
determinacdo de Hg e V em amostras de d4gua do mar por PVG-ICP-MS.

Parametro Hg \
Faixa de trabalho / pug Lt 0,2-5,0 50 - 400
Inclinagdo /L pg’ 1,2x 10° 2,02 x 107
R’ 0,9995 0,9991
LOD/ pgL’ 0,02 2
LOQ/ ugL” 0,07 6
RSD/ % 1-13 1-23

O limite de deteccdo foi calculado como sendo trés vezes o
desvio padrdo obtido de 10 leituras consecutivas do branco da amostra,
dividido pela inclinag¢do da curva de calibracdo (coeficiente angular) e o
limite de quantificacdo (LOQ) é dez vezes o desvio padrdo obtido de 10
leituras consecutivas do branco da amostra, dividido pela inclinagio da
curva de calibragdo. O LOD e LOQ do método foram apresentados em
ng L. A linearidade para a calibragio para ambos os elementos foi
satisfatéria (R > 0,999), e LOD inferiores a 2 ug L' e uma precisdo com
RSD menores que 13% foram adequados para as determinacdes de Hg e
V em amostras de 4gua do mar.

Para realizar a avaliagdo da exatiddo do método proposto para
os analitos investigados foi realizada a comparacio dos valores
determinados por PVG-ICP-MS e pelo método tradicional por ICP-MS
com introdugdo de amostra por nebuliza¢do pneumadtica. As amostras de
dgua do mar foram digeridas com o auxilio de um micro-ondas em meio
de 4cido nitrico e peréxido de hidrogénio e foram significativamente
diluidas antes da andlise por ICP-MS com nebulizagido pneumadtica .

A verificagdo entre o valor determinado por PVG-ICP-MS e o
valor determinado utilizando nebulizacdo pneumdtica foi realizada
aplicando o teste-t de significancia para a comparagdo de duas médias
experimentais.
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A aplicac@o do teste t mostrou que as concentragdes obtidas
para V por PVG-ICP-MS estdo concordantes estatisticamente com os
valores obtidos por PN-ICP-MS para um nivel de confianca de 95%.
Esses valores sdo aceitdveis, mas os altos RSDs demonstram que o
método deve ser verificado e ajustado para adequar-se a determinacgdo
de V em amostras de 4gua do mar por PVG-ICP-MS. Para o Hg, ndo foi
possivel realizar o teste estatistico, pois as concentracdes de Hg
presentes nas amostras eram menores que o limite de quantificagdo do
método PN-ICP-MS. Os valores detalhados para as determinacdes de
Hg e V pelos dois métodos supracitados sdo apresentados nas Tabelas 5.
Deve-se ressaltar que o LOQ obtido particularmente para Hg ¢é
notavelmente baixo e permite a quantificacdo deste elemento em niveis
de concentragdo inalcangaveis por PN-ICP-MS [90, 91]. Além disso, o
método mostrou-se adequado a determinagdo simultinea de Hg e V por
meio da adogdo de condi¢des de compromisso, algo raramente relatado
em andlises que envolvem PVG, ji que as condi¢des reacionais sdo
frequentemente dependentes do analito em questdo. Testes de
adicdo/recuperacdo para Hg ndo foram realizados, mas a semelhanca de
sensibilidade para as curvas de calibragdo por adi¢do de analito em
relacdo a calibracdo externa convencional sugere que a recuperagio
seria adequada.
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Tabela 5. Resultados obtidos para a determinacdo de Hg e V em amostras de dgua do mar por PVG-ICP-MS
comparado com a determinagdo por nebulizacdo pneumdtica em ICP-MS (média + intervalo de confianga de 95%; n

=3).

Hg/pgL’ V/pgL' Valor de t *
Amostras N ebulizagﬁ% il PVG Nebulizagdo il PVG
Armagio <LOQ 0,31 £0,04 752+5,7 95+ 22 1,53
Jureré <LOQ 0,29 £0,01 59,6 £ 11,1 6111 0,12
Santo Antonio <LOQ 0,3+0,1 773 +12,7 100+ 12 2,26
Beira Mar <LOQ 0,39 £ 0,10 91,6 £ 14,5 113+ 16 1,74

* O valor critico de | t | para as condi¢des do experimento é 3,18.
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6. CONCLUSOES PARCIAIS

A geracdo fotoquimica de vapor acoplada a técnica de ICP-MS
provou ser adequada para a determinagdo de Co, Ni e Te em amostras de
bebidas alcodlicas e para determinacdo de Hg e V em amostras de dgua
do mar, as quais sdo consideradas matrizes extremamente complexas
para andlise direta em ICP-MS. Para as determinacdes de Fe e Sc,
algumas adequagdes devem ser feitas e/ou otimizadas especificamente
para estes analitos para que as determinacdes sejam realizadas. Um
minimo preparo de amostra € requerido, restringindo-se a mistura de
aliquotas das amostras com quantidades adequadas dos dacidos
organicos. Com isto, o procedimento adquire alta frequéncia analitica e
elimina o uso de equipamentos sofisticados e reagentes dispendiosos
para preparo das amostras. Os limites de deteccdo foram
significativamente menores do que os obtidos através da andlise por
ICP-MS apés digestdo da amostra, algo em grande parte devido a
auséncia de diluicdo significativa que caracteriza o processo de PVG-
ICP-MS, uma vez que a separacdo entre o analito e a matriz da amostra
pode ser realizada por esta técnica. A calibragdo para determinacdo de
Hg e V em dgua de mar pdde ser conduzida com padrdes aquosos, ao
passo que solugdes de calibragdo por adi¢do de analito sdo necessdrias
para a determinacdo de Co, Ni e Te em mostras de bebidas alcodlicas
devido ao fato que a matriz das bebidas alcodlicas também pode gerar
radicais e influenciar na sensibilidade da curva de calibragdo. O uso
combinado de dcido férmico e 4cido acético mostrou propiciar melhor
sensibilidade do que o uso de 4cidos individuais para todos os elementos
investigados, algo ainda ndo relatado na literatura. A possibilidade de
expandir a aplicacdo desta técnica para outros elementos de transi¢do e
possivelmente aplicacdes para especiacdo podem representar uma
contribui¢do significativa para os procedimentos tradicionalmente
adotados para a determinagdo de elementos-traco com detec¢do por ICP-
MS.
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PARTE 2 - Especiacao de Hg por HPLC-AFS usando uma interface

MWI/UY integrada

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo geral

Desenvolver uma configuracdo simples e rdpida para a

especiagdo de Hg inorganico, metilmercirio (MeHg) e etilmercirio
(EtHg) e determinacio das espécies em amostras bioldgicas utilizando a
técnica de HPLC para a separagdo e uma interface MW/UV para a PVG
acopladas a espectrometria de fluorescéncia atdmica.

7.2. Objetivos especificos

>

Avaliar a influéncia dos dcidos organicos de LMW, tais como
acidos férmico, acético, maldnico e citrico, para a geragéo
fotoquimica de vapor por MW/UV e otimizar suas
concentracoes;

Avaliar a influéncia da poténcia de radiacdo micro-ondas que
estd associada a radiacio UV necessdria para a geracdo
fotoquimica de vapor de diferentes espécies organometdlicas de
mercurio;

Otimizar os componentes da fase movel para a separacdo dos
analitos através da técnica de HPLC, bem como, vazdao da
amostra, solventes e sais dissolvidos;

Identificar as espécies volateis que estdo sendo formadas
através da foto-irradiagdo proveniente da interface MW/UV por
GC-MS;

Investigar a acdo catalitica de nanoparticulas de TiO, no
processo de geragdo fotoquimica de vapor para as espécies
Hg(I), MeHg e EtHg;

Verificar a exatiddo do método proposto através de testes de
adi¢do e recuperagdo e comparacdo de resultados com valores
certificados para as amostras;

Conduzir a andlise de especiacdo quimica e determinar Hg(II),
MeHg e EtHg em amostras bioldgicas de diferentes origens.
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8. MATERIAIS E METODOS

8.1 Instrumentagdo

Um reator MW/UV combinado a um sistema de detec¢do por
AFS foi utilizado tanto para a injecdo em fluxo (FI) quanto para os
experimentos com a cromatografia de fase reversa (RPC), e foi
empregado para as medidas realizadas por PVG e CVG. Uma
representacdo esquemdtica do aparelho é mostrada na Figura 16a (para
experimentos por PVG) e Figura 16b (para experimentos por CVG).

Figura 16. Diagrama esquemdtico do sistema de HPLC-MW/UV
empregado para os experimentos com PVG (a) e do sistema de HPLC-
MW/UV empregado para os experimentos com tetraidroborato de sédio

para a CVG (b).
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Fonte: Acervo pessoal, 2014.
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Uma bomba de gradiente HPLC (P4000, ThermoQuest)
equipada com um sistema mecanico de degaseificacdo (SC1000,
ThermoQuest) e um injetor Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA)
foram empregados. Algas de amostra (loops de inje¢do) de 50 e 200 pL.
foram utilizados para os experimentos de FI e RPC, respectivamente. Os
experimentos com FI e com RPC foram realizados com uma vazao de
amostra de 3mLmin~' e 2 mL min' na bomba de HPLC,
respectivamente. Quando o sistema foi hifenado com HPLC, uma
bomba peristdltica adicional a uma vazdo de 1 mL min" (Dionex model
DQP-1) foi utilizada na saida da coluna para se obter uma velocidade
total de vazio de amostra de 3 mL min"' e a concentragio final
otimizada de acido férmico (10% v/v) foi ajustada na entrada do reator
MW/UV. Para os experimentos com FI, a saida da bomba do HPLC foi
ligada com a entrada do reator MW/UV. Porém, na configuragdo com
RPC, uma coluna cromatografica foi interposta entre a bomba do HPLC
e a bomba peristdltica adicional, e a saida desta segunda bomba foi
ligada com a entrada do reator MW/UV.

O reator de MW/UV ¢€ constituido de uma antena de micro-
ondas inserida dentro de um bulbo de lampada de mercirio. Quando é
aplicada a poténcia de micro-ondas através da antena, o mercirio que
estd presente dentro da lampada € excitado e, entdo, é gerada a radiacdo
UV. O reator MW/UV foi colocado em um banho termostatizado, de
modo a funcionar em condi¢cdo de temperatura controlada (18 °C). Uma
poténcia de micro-ondas de 30 W foi empregada. Na Figura 17 ¢é
mostrado um foto do sistema HPLC-MW/UV empregado para os
experimentos com PVG-MW/UV-AFS.
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Figura 17. Imagens ilustrativas do sistema de HPLC-MW/UV
empregado para os experimentos com PVG-MW/UV-AFS.

¢ %

Fonte: Acervo pessoal, 2014.

O valor da vazio das solugdes e concentragio de dcido férmico
foram determinados a partir dos experimentos de otimizagdo descritos
na se¢do 9.1.

O vapor de mercurio gerado foi separado num duplo separador
gas-liquido de vidro e carreado por uma vazdo de gds composto por
Ar/H, e o vapor de merctirio foi conduzido ao atomizador composto por
uma microchama de difusdo de Ar/H, suportado num tubo de quartzo
simples (didmetro interno de 4 mm). O separador gas-liquido foi
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construido em vidro borossilicato (comprimento de 60 mm, didmetro
interno de 10 mm, entrada e saida de 6 mm de didmetro externo e 2 mm
de didmetro interno). Uma bomba peristaltica foi utilizada para bombear
as solugdes liquidas de residuos. Um espectrometro de fluorescéncia
atdmica montado no laboratério equipado com uma lampada de
mercurio de descarga sem eletrodos (EDL) (Perkin Elmer, Monza,
Itdlia) foi empregado. Um detector fotomultiplicador solar-blind
(Hamamatsu, 431S) foi empregado para a detec¢do da radiagdo de
fluorescéncia atdmica. O sinal do fotomultiplicador foi monitorado
continuamente por um amplificador de saida lock-in (EGG Princeton
Applied Research, Modelo 5209) sintonizado na frequéncia da onda de
modulacio da EDL.

As separacoes por RPC foram conduzidas usando uma coluna
de separacdo Dionex Omnipac PAX-500 (60 A, 250 x 4 mm, 8,5 pm) e
uma pré-coluna de 50 x 4 mm. As amostras foram eluidas em modo
isocratico com 10% v/v metanol, 1% v/v acido férmico, 5 mmol L~ 'L
cisteina, 0,15 mol L! NaClOy4 na coluna cromatografica e com 1% v/v
metanol, 1% v/v acido férmico, 5 mmol L™ 'Lcisteina e
0,15 mol L™ ' NaClO,4 quando somente a pré-coluna foi empregada.

Os dados do amplificador de saida lock-in foram coletados com
um computador equipado com uma interface cromatografica Dionex Al-
450 e seu software (Dionex PeakNet).

A identificacdo das espécies volateis foi realizada coletando
uma solugdo de amostra apds a foto-reacdo no sistema de MW/UV
(modo FI, solugdes separadas de 5 mg L' de Hg (II), MeHg e EtHg) e
andlise por headspace utilizando a cromatografia em fase gasosa (GC)
(Agilent 6850), acoplado ao espectrdmetro de massa (MS) (GC-MS,
Agilent 5975, Agilent Technologies, Mildo, Itdlia) equipado com uma
coluna de 60 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno GC
DB624 (1,4 pm de espessura do filme, Agilent Technologies , Mildo,
Itdlia). O programa de temperatura aplicado para a deteccido por GC-MS
consistiu em uma etapa de 80 °C durante 5 min e apds esse periodo a
temperatura subiu 20 °C min™ até 260 °C, sendo mantida durante 10
min. O detector MS foi operado tanto no modo de monitoramento
seletivo de fons (198, 200 e 202) quanto no modo de varredura completa
(intervalo 50-500).
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8.2. Reagentes e amostras

Reagentes de grau analitico foram utilizados sem purificagdo
adicional. O pHMB  [4-hydroximercirio benzoato de sddio
(HOHgCcH4CO,Na)] foi fornecido pela Sigma-Aldrich (Mildo, Itdlia).
Uma solugdo estoque de 1 x 1072 mol L™ " de pHMB foi preparada por
diluicdo em NaOH 0,01 mol L' a fim de melhorar a sua solubilidade,
armazenado a 4 °C e diluido imediatamente antes da utilizagdo. A
verificagdo da concentra¢do das solu¢des de pHMB foi determinada a
partir da absortividade em 232 nm (8232 =1.69x 10* L mol™' cm_l)
por espectrometria de absor¢do molecular na regido UV-Vis.

Uma solugio estoque de 1000+5ugmL™' de Hg(Il)
inorginico na forma de Hg(NO;), foi fornecido pela Merck (Poole,
Dorset, UK). Cloreto de metilmercirio (CH3;HgCl) da Strem Chemicals
Inc. (Newburyport, MA, EUA) e cloreto de etilmercirio (C,HsHgCl) de
Alfa Division (Danvers, MA, EUA) foram usados para a preparagio das
solucdes padrdo estoque de MeHg 1,02 mmol L'e EtHg
1,27 mmol L™ .

Metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) para cromatografia de
fase reversa (RPC) foram fornecidos por Sigma—Aldrich—Fluka.

Acido férmico >88.0% (HCOOH) e 4cido maldnico 99%
(CH,(COOH),) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. Acido acético
99% (C,H,40,), acido citrico 99% (C¢HgO7), cloreto de potassio (KCI) e
perclorato de sédio (NaClO4.H,0O) foram adquiridos de Carlo Erba
(Rodano, Milao, Italia). Cloreto de sédio (NaCl) e L-cisteina 99.5%
(C53H;NO,S) foram fornecidos pela Fluka (Mildo, Itdlia) e usados para
preparar as solucdes para a fase mével para anélise por RPC.

Solugdes de NaBH, 2,5molL™'foram preparadas por
dissolucdo do reagente sélido (Merck, NJ, EUA) em meio de NaOH
0,3% (m/v) (TraceSELECT, Sigma—Aldrich—Fluka). As solu¢des foram
microfiltradas através de uma membrana de 0,45 um e armazenadas sob
refrigeragio. Solugdes diluidas de NaBH,0,05molL™" foram
preparadas diariamente por diluicdo apropriada das soluc¢des estoque,
sendo mantidas em solu¢do de NaOH 0,3% (m/v). Solu¢des diluidas de
HCI foram preparadas a partir de HCI 37% concentrado (Carlo Erbay).

Trés materiais de referéncia certificados bioldgicos (DORM-1,
DOLT-1, TORT-1) foram fornecidos pelo National Research Council
Canada (NRCC, Ottawa, Canadd) e analisados para a avaliacdo da
exatidao do método.
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Agua ultrapura foi obtida através de um sistema Purelab-UV
Elga (Veolia Environnement, Paris, Franca) e usada para o preparo de
todas as solugdes.

8.3. Procedimento experimental

Uma massa de, aproximadamente, S00 mg de materiais de
referéncia certificados foram pesados em frascos de vidro de 25 mL e 10
mL de acido férmico > 88,0% foram adicionados. Os frascos foram
colocados em banho de ultrassom a 50 °C durante 6 h para completar a
solubilizacdo dos tecidos, baseado no procedimento desenvolvido por
Vieira et al. [16]. Ap6s resfriamento, as amostras foram diluidas com
dgua deionizada até uma concentragdo final de acido férmico de 40%
v/v e foram centrifugados a 5000 rpm durante 20 min. O sobrenadante
foi filtrado duplamente antes da injecdo por filtros de celulose
regenerados de 0,45 um e 0,20 pum (Agilent Captiva Premium Syringe
Filters). Como citado anteriormente, uma aliquota de 200 uL. de amostra
foi utilizada para realizar a andlise.

Para realizar o planejamento experimental foi utilizado um
planejamento de segunda ordem de delineamento de composto central.
As superficies de resposta para Hg (II), MeHg, EtHg ¢ pHMB foram
obtidas tracando o sinal de FI especifico em fun¢@o da concentragdo de
acidos organicos LMW e poténcia de MW. As superficies de resposta
foram obtidas com o software Origin, convertendo os dados brutos em
uma matriz de 100 x 100 utilizando um método Random grinding
(Renka Cline).
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1. Experimentos com FI-PVG-AFS

O desenvolvimento do método teve inicio com o experimento
utilizando FI, sem utiliza¢do da coluna cromatografica. Os experimentos
conduzidos por FI foram realizados com o objetivo de selecionar o 4cido
organico de baixa massa molar mais eficaz para o processo de PVG,
utilizando os acidos férmico, acético, malonico e citrico. Foi realizado
um delineamento de composto central, que é um dos mais utilizados
dentre os planejamentos de experimentos de segunda ordem. Os dois
fatores avaliados foram concentragdo de 4cidos orgénicos (%) e poténcia
de radiacdo micro-ondas (W) em cinco niveis para um nimero total de
nove experimentos. A Figura 18 mostra o esquema para o planejamento
com ponto central.

Figura 18. Ilustracdo do experimento com ponto central, no qual cada
ponto representa uma condicio experimental aplicada para a otimizagao,
variando a concentra¢@o de 4cido organico e poténcia de micro-ondas.

2+

+1t

O planejamento fatorial aplicado para o método mostrou-se
eficiente e satisfatdrio, pois as superficies de resposta obtidas através do
planejamento de ponto central estavam dentro das faixas desejadas e
atendeu o objetivo de encontrar as condi¢des 6timas do método
proposto.

66



Resultados e Discussio — MW/UV-PVG-AFS

As Figuras 19 a 22 mostram as superficies de resposta obtidas
para Hg(I), MeHg, EtHg e pHMB plotando o sinal especifico para
mercurio em fun¢do da concentra¢do de dcidos organicos de LMW e da
poténcia de micro-ondas. As superficies de resposta foram obtidas com
o software Origin, convertendo os dados brutos em uma matriz de 100 x
100 utilizando o método Random gridding (Renka Cline).

Em geral, observou-se que os sinais de fluorescéncia atdmica
para todas as espécies de mercirio aumentaram com a adi¢do de
concentragdes maiores de dcidos organicos e com o aumento da poténcia
de micro-ondas. Esse resultado ja era esperado, tendo em vista que, com
o aumento da concentracdo dos &cidos organicos hd também um
aumento da populacdo de radicais formados pela radiagio UV e,
certamente, a possibilidade de provocarem a foto-oxidagdo das espécies
organometalicas de mercirio e a formacio de Hg” é amplificada.
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Figura 19. Superficies de resposta relacionando a poténcia de MW e a
concentracdo de 4cido férmico ao sinal obtido por FI-AFS (volume
injetado 50 pL) para 2,5 umol L" de Hg(I), 2,5 umol L" de pHMB,
1,25 pmol L' de MeHg e 1,25 umol L™ de EtHg preparados em 4cido

férmico 5% v/v. Foram plotadas as 4reas de picos dos sinais de FL
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A Figura 19 mostrou que a concentragdo de 4cido férmico
acima de 6% v/v € satisfatdria para a geracdo fotoquimica de vapor das
espécies de Hg. Porém, os desvios padrdes obtidos para as medidas com
concentracdes de 6% v/v de 4cido férmico foi maior que 10%. Por isso,
optou-se por utilizar a concentra¢do de 10% v/v para o 4cido férmico
onde valores de desvios padrdes inferiores a 3% foram obtidos.
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Figura 20. Superficies de resposta relacionando a poténcia de MW e a
concentracdo de 4dcido acético ao sinal obtido por FI-AFS (volume
injetado 50 pL) para 2,5 umol L" de Hg(I), 2,5 umol L" de pHMB,
1,25 pmol L' de MeHg e 1,25 umol L™ de EtHg preparados em 4cido
acético 5% v/v.
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A investigacdo quanto ao uso de dcido acético, cujos resultados
sdo mostrados na Figura 20, permitiu observar que neste meio foi obtida
a menor sensibilidade para todas as espécies dentre os dcidos orgénicos
testados. A baixa sensibilidade obtida utilizando o 4cido acético pode
ser devida a uma quantidade insuficiente de radicais produzidos durante
o processo de PVG, que ndo conseguem promover uma geracio
fotoquimica eficiente para as espécies de mercirio. Com isto, os sinais
foram mais pronunciados com a adocdo de poténcias de MW maiores,
que auxiliariam na degradacdo dos compostos organometélicos de Hg,
com subsequente formacio de dtomos livres em fase gasosa. E
importante lembrar que as medidas estdo baseadas em Hg livre, ou seja,
€ necessario romper as ligacdes Hg-C sob as condi¢des reacionais de
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PVG [10]. Portanto, a baixa eficiéncia de um determinado 4acido
organico pode ser decorrente da quebra ineficiente do composto em fase
condensada.

A Figura 21 mostra os resultados da otimizagdo da
concentra¢do do 4cido maldnico combinada a poténcia de micro-ondas.
Assim como para os demais 4dcidos, a concentragcdo de dcido maldnico e
o aumento da poténcia de micro-ondas também foram pardmetros
importantes. Concentragdes superiores a 4% v/v favoreceram a
formagdo das espécies de Hg0 e poténcias de micro-ondas acima de 20
W sdo desejdveis para uma geragdo fotoquimica de Hg' eficiente. Por
isso, para as etapas subsequentes foram utilizados 30 W de poténcia de
micro-ondas e concentragdo de 5% v/v de 4cido maldnico. A
concentracdo de dcido orglnico continua sendo o pardmetro mais
importante, mesmo para poténcias de micro-ondas de 50 W.
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Figura 21. Superficies de resposta relacionando a poténcia de MW e a
concentracdo de dcido mal6nico ao sinal obtido por FI-AFS (volume
injetado 50 pL) para 2,5 umol L" de Hg(I), 2,5 umol L" de pHMB,
1,25 pmol L' de MeHg e 1,25 umol L™ de EtHg preparados em 4cido

maldnico 5% m/v. Foram plotadas a drea de picos dos sinais de FIL.
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Na Figura 22 € apresentado o comportamento do sinal analitico
obtido por FI-AFS para a otimizacdo da concentracio de 4cido citrico e

poténcia de micro-ondas.
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Figura 22. Superficies de resposta relacionando a poténcia de MW e a
concentracdo de 4cido citrico ao sinal obtido por FI-AES (volume
injetado 50 pL) para 2,5 pmol L™ de Hg(Il), 2,5 umol L' de pHMB,
1,25 pmol L' de MeHg e 1,25 pmol L" de EtHg preparados em 4cido
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Assim como para os demais dcidos, uma tendéncia observada

nessas otimizacdes foi o aumento dos sinais de fluorescéncia atdmica
para praticamente todas as espécies de mercirio com a adi¢do de
concentracdes maiores de dcidos organicos e com o aumento da poténcia
de micro-ondas. A tunica excecdo € apresentada pela espécie pHMB, tal
qual observado com uso de dcido acético. Os mecanismos para a foto-
oxidagdo e foto-geracdo das espécies voldteis do merctrio ainda sio
desconhecidos, sendo assim, hd apenas suposi¢des de que esse efeito
andmalo para a espécie pHMB em é4cido acético e citrico seja devido a
diferenca de estrutura dos substratos que contém mercurio na molécula e
as interagdes com os dois dcidos supracitados. De fato, na molécula de
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pHMB o Hg liga-se covalentemente ao carbono pertencente ao nicleo
aromdtico e a um grupo hidroxila, o que lhe confere estabilidade
adicional.

A Figura 23 mostra os sinais especificos de merctrio obtidos
por FI-AFS com adogdo das condi¢des otimizadas (concentragdo de
dcido organico e poténcia de micro-ondas) para os quatro &cidos
organicos de LMW. Os sinais especificos de mercirio mais elevados
foram obtidos para os dcidos férmico (10% v/v), citrico (5% v/v) e
malénico (5% v/v), enquanto que as dreas de pico de fluorescéncia
atdmica obtidas na presenca de dcido acético apresentaram as mais
baixas intensidades.
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Figura 23. Sinais para as espécies de merctrio obtidas por FI nas
condicdes otimizadas para cada d&cido LMW (volume de inje¢do 50 uL):
(a) acido férmico a 10% v/v e 30 W (b) de acido acético a 10% v/v e
40 W (c), acido maldnico 5% m/v e 30 W (d), 4cido citrico 5% m/v e
40 W (picos com asteriscos correspondem a sinais obtidos na etapa de
limpeza com L-cisteina).
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Os resultados até aqui descritos referem-se somente a utiliza¢ao
de 4cidos organicos a 3 mL min~ ' por injecdo em fluxo. No entanto,
como o objetivo final do estudo era a especiacdo de Hg utilizando a
técnica de HPLC para a separagdo das espécies, uma fase mével foi
adicionada ao sistema de FI para avaliar a influéncia da intera¢do do
acido organico com a fase mével de HPLC sobre os sinais de
fluorescéncia atdmica. Foi identificado que, embora com 4cidos
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maldnico e citrico a intensidade do sinal para todas as espécies tenha
sido elevada, como observa-se na Figura 23, quando eles foram
adicionados a uma fase mével que simula uma andlise por HPLC (1%
metanol, 5 mmol L™ de L-cisteina, 0,15 mol L 'de NaClO, a
2 mL min~ ') os sinais de fluorescéncia atdmica decresceram para todas
as espécies conforme mostrado na Figura 24. Portanto, para os
experimentos seguintes foram adotadas as seguintes condicdes de
compromisso: 10% v/v dcido férmico, 30 W para a poténcia de micro-
ondas e 3 mL min~ ' para vazdo de amostra.

Observou-se que um tempo de irradiagdo de 20 s no reator
MW/UV era suficiente para obter sinais satisfatérios para todas as
espécies de mercurio sem desperdicio de reagentes e o tempo para a
andlise (aproximadamente 13 min) foi principalmente limitado pelo
tempo necessdrio para a separacio cromatografica.
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Figura 24. Sinais obtidos por FI-AFS (volume de injecdo 50 puL) para
Hg(Il) 2,5 umol L', pHMB 2,5 umol L™, MeHg 1,25 umol L™ e EtHg
1,25 umol L™ preparados em 4cido férmico 10% v/v (a), 4cido malonico
5% m/v (b) e 4cido citrico 5% m/v (c), injetado na fase mével: metanol
1%, 4cido férmico 1%, 5 mmol L de L-cisteina, 0,15 mol L' de
NaClO, a 2 mL min’'; adicionado com (a) acido férmico 30% v/v, (b)
acido maldnico 15% m/v, (c) acido citrico 15% m/v em 1 mL min™".
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Perfodos de irradiagdo inferiores a 20 s ndo conduziram a
melhorias significativas na intensidade do sinal. O efeito do tempo de
irradiagdo ndo foi avaliado além de 20 s, porque a adoc¢do de vazdes
inferiores a 3 mL min™ resultou em um aquecimento da solugdo de
amostra no reator de MW/UV e sinais alargados foram observados e
longo tempo de andlise foi necessdrios. A Figura 25 mostra a
comparacdo dos sinais de FI-AFS obtidos para as espécies de mercurio,
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analisados usando dcido férmico a 10% para PVG (método proposto) e
CVG com THB (método de referéncia).

Figura 25. Comparagdo do sinal em drea de pico por FI-AFS (volume de
injecdo 50 pL) das espécies de mercurio analisadas utilizando 4cido
férmico por PVG (antes das condi¢des otimizadas) e o sinal obtido por
CVG com NaBHy, para 2,5 umol L! Hg(I), 2,5 umol L! pHMB, 1,25
umol L' MeHg e 1,25 umol L EtHg preparados em 4cido férmico
15% v/v. Fase eluente: metanol 1% v/v, acido férmico 1% v/v, L-
cistefna S mmol L™, NaCl0,0,15 mol L™
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Como o uso direto de 4cido férmico a 10% v/v na coluna
cromatogréfica deve ser evitado, foi mantida uma vazdo de 2 mL min™'
para a fase eluente e para a injecio da amostra na coluna
cromatografica. Foi adicionada, entdo, uma segunda bomba peristéltica
antes do reator MW/UV que injetava 4cido férmico a 30% v/v com
vazdo de 1 mL min™". Assim, com o0 uso combinado da bomba de HPLC
e bomba peristiltica foi obtida uma vazdo global de aproximadamente 3
mL min™ de 4cido férmico a 10% v/v na entrada do reator.

9.2. Avaliag¢do da fase movel em HPLC

Foram conduzidos testes para a composicdo da fase movel para
a andlise por HPLC utilizando os solventes acetonitrila e metanol como
eluentes na pré-coluna cromatogrifica de fase reversa. A Figura 26
mostra os resultados das otimiza¢des da concentracdo de metanol e
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acetonitrila adicionadas na fase modvel utilizando a pré-coluna e injecio
em fluxo.

Figura 26. Comparagdo do sinal em drea de pico normalizada (volume
de injecio 50 uL) para Hg(Il) 2,5 umol L, MeHg 2,5 umol L™ e EtHg
2,5 umol L™ preparados em écido férmico 10% v/v, utilizando 4cido
férmico 30% v/v a 1 mL min” e fase eluente: metanol (a) e acetonitrila
(b) em acido férmico 1% v/v e L-cisteina 5 mmol L.
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Comparado com a acetonitrila, o metanol proporcionou uma
melhoria na intensidade do sinal e uma melhor separa¢do de todas as
espécies de mercdrio. Assim, para os estudos preliminares, as
separacdes foram conduzidas utilizando uma pré-coluna e apenas 1%
v/v de MeOH como fase moével era suficiente para se obter a separagfo.

Uma vez que a coluna utilizada neste trabalho € uma coluna de
modo misto, a qual exibe ambas as caracteristicas de fase reversa e troca
aniOnica, testaram-se os efeitos de trés sais (0,15 mol L! NaCl,
0,15 mol L™ ' KCl e 0,15 mol L™ ' NaClO,) na separacio dos analitos. A
Figura 27 mostra a separagdo obtida com os diferentes sais utilizando
somente a pré-coluna para a separacio.
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Figura 27. Comparacdo do sinal de FI com uma microchama Ar/H,
(volume de injecdo 50 uL) para (1) Hg(Il) 2,5 umol L™, (2) MeHg 2.5
umol L' e (3) EtHg 2,5 pmol L™, preparados em 4cido férmico 10%
v/v, utilizando acido férmico 30% v/v a 1 mL min™ e fase eluente no
HPLC: metanol 1% v/v, acido férmico 1% v/v, L-cisteina 5 mmol L!
sem adicio de sal (a), com 0,15 mol L™ ' NaCl (b), com
0,15mol L™ ' KCI (c) e com 0,15 mol L™ ' NaClO, (d) adicionados na
fase eluente e utilizando somente a pré-coluna para a separagao.
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Com 0,15 mol L™ ' de NaCl e 0,15 mol L™ ' de KCl os sinais de
fluorescéncia atdmica decresceram para todas as espécies, o que pode
ser atribuido a agdo oxidante do cloreto. Enquanto com 0,15 mol L™ ' de
NaClOy, as intensidades dos sinais de fluorescéncia atdmica para as
espécies ndo mudaram significativamente, mas uma melhor separacio
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foi obtida. Dessa forma, a fase mével foi preparada com 1% v/v de
metanol, dcido férmico a 1% v/v, 5 mmol L'de L-cisteina, 0,15 mol L!
de NaClO, quando utilizado somente a pré-coluna. Para as solugdes
contendo os padrdes de mercurio utilizando a pré-coluna foi observado
uma excelente separacdo das espécies, porém, quando foram
adicionadas as solugdes de amostras na pré-coluna ndo foi observado
uma boa separacio das espécies. Assim, foi realizada a remogdo da pré-
coluna e o emprego da coluna cromatogrifica fez-se necessario. Nesse
caso, 10% v/v de MeOH como fase moével foi imprescindivel para a
separacdo de Hg(II), MeHg e EtHg na coluna cromatografica e para se
alcancgar um tempo razodvel de separacdo das espécies (13 min). A fase
eluente utilizada para a separacdo através da coluna cromatografica foi
10% v/v de metanol, acido férmico a 1% v/v, 5 mmol L' de L-cisteina,
0,15 mol L' de NaClO, para aplicacdo do método utilizando somente a
coluna. A L-cisteina € necessdria para obter picos cromatograficos
estreitos e para evitar a adsorcdo de mercurio na fase estaciondria
cromatografica, evitando o efeito de memoria.

Experimentos adicionais foram realizados por FI-AFS na
auséncia da microchama de Ar/H,, ¢ os sinais de fluorescéncia atdmica
aumentaram para todas as espécies. A drea do pico com a microchama
foi cerca de 50% menor em relagdo a drea do pico obtido sem chama (o
mesmo atomizador, porém sem chama). Acredita-se que este fato é
decorrente do efeito de quenching das espécies moleculares presentes na
microchama. O efeito de quenching é a transferéncia de energia, por
processo nado-radiativo, do analito no estado excitado para outras
espécies moleculares. Assim, para aumentar a sensibilidade do método
foi extinta a atomizacdo em chama e substituida por uma vazdo de
argonio (shielding) de 850 mL min" de modo a blindar a célula e para
evitar o efeito de quenching sobre o sinal de fluorescéncia atomica para
o merctrio provocado pelos gases atmosféricos, tais como H,, O, e N»,
na zona da célula de fluorescéncia atdmica. Os resultados indicaram que
as melhorias de sensibilidade estdo na faixa de 40 a 70 vezes para as
espécies de Hg avaliadas, como pode ser observado na Figura 28. Uma
vez que com a presenca do shielding os sinais de fluorescéncia atdmica
aumentaram para os analitos, as experi€éncias subsequentes foram
conduzidas sem chama e com 850 mL min™ de vazdo de shielding.
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Figura 28. Comparagao do sinal em drea de pico por FI-AFS (volume de
injecdo 200 pL) para as espécies de merctirio obtidas utilizando HPLC-
MW/UV com e sem a microchama Ar/H, (500 ug L' Hg(II), 500 ug L™
MeHg e 500 pg L' EtHg) e com um fluxo de argdnio 850 mL min™' no
shielding (10 pg L' Hg(Il), 10 ug L' MeHg e 10 ug L™ EtHg). Fase
eluente: metanol 1%, acido férmico 1%, L-cisteina 5 mmol L'l, NaClO,
0,15 mol L (utilizando a pré-coluna) a ImL min e 30% 4cido
formico 2 1 mL min" (utilizando a bomba apés a pré-coluna

cromatografica).
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9.3. Identificagdo das espécies voldteis por GC-MS

A natureza das espécies voldteis formadas na presenca de
acidos férmico, acético, maldnico e citrico apds processamento no
sistema MW/UV foi investigada por GC-MS. Solugées contendo 5 mg
L' de Hg (I, MeHg e EtHg foram introduzidas por inje¢do em fluxo
no reator e aliquotas de 4 mL foram recolhidas em um frasco imerso em
banho de gelo na saida do reator MW/UV e analisadas por HS-GC-MS.

A andlise por HS-GC-MS revelou que para todos os tipos de
dcidos organicos hd apenas uma espécie de mercuirio volatil no
headspace, o que corresponde a Hgo. Isto ocorre, provavelmente, devido
a capacidade da interface MW/UV em romper ligacdes Hg-C, o que
resulta na auséncia de espécies de mercurio metilados ou alquilados nos
produtos de reagdo da MW/UV-PVG.
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9.4. Acdo catalitica de nanoparticulas de TiO,

Alguns trabalhos na literatura relataram o uso de nanoparticulas
de TiO, como catalisadoras no processo de fotorreducdo de selénio e
mercurio [29, 43, 85, 92]. Neste trabalho verificou-se que a intensidade
do sinal de fluorescéncia atomica para Hg € significativamente maior
com o uso de TiO,, tanto para a andlise de Hg(Il), como para MeHg
como compostos de partida.

Usando-se HPLC-MW/UV-PVG-AFS foram investigadas as
mudancas no sinal de fluorescéncia atdmica para Hg quando diferentes
concentracdes (0,01, 0,02 e 0,05 g L' em dgua deionizada) de nano-
TiO, foram adicionadas entre a saida da coluna de HPLC e a entrada do
reator MW/UV utilizando uma segunda bomba peristaltica. A Figura 29
mostra a otimizacdo das concentracdes de TiO, para as espécies Hg(II),
pHMB, MeHg e EtHg utilizando o sistema HPLC-MW/UV-AFS com
shielding com uma vazdo de argdnio de 850 mL min™.
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Figura 29. Efeito da concentracdo de TiO, no sinal obtido por HPLC-
MW/UV-AFS para espécies de Hg usando shielding de 850 mL min™.
Condigdes: 200 pL. de Hg(II), MeHg, EtHg e pHMB todas espécies com
concentracio de 10 ug L™ ' injetadas na fase eluente: metanol 1%, dcido
férmico 1%, L-cistena Smmol L™, NaClO, 0,15molL™' a
2 mL min~ ' (utilizando a pré-coluna) e 4cido férmico 30% a
1 mL min~ ' (adicionado apés a pré-coluna cromatografica).
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Observou-se que as intensidade dos sinais aumentaram
significativamente com a adi¢do de nano-TiO, para Hg(l) e MeHg
(cerca de duas vezes), enquanto que apenas um aumento discreto na
intensidade do sinal foi observado para EtHg e pHMB. Nio ha relatos
deste efeito diferencial de agdo de nano-TiO, para espécies de Hg
submetidas a PVG.

Embora o uso de nano-TiO, tenha se mostrado vantajoso do
ponto de vista da sensibilidade, as nanoparticulas formam precipitados
que resultam em depdsitos na parede dos tubos que ligam a bomba com
o reator de MW-UV, o que inibe, do ponto de vista pritico, sua
utilizacdo. Soma-se a isto o fato que ndo houve melhorias significativas
para as espécies menos sensiveis a detec¢do, como EtHg e pHMB, com
o emprego de nano-TiO,. Assim, optou-se por ndo utilizar nano-TiO,
para a determinagdo de merctrio no presente trabalho.
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9.5. Parametros de desempenho analitico

A Figura 30 mostra os cromatogramas de fase reversa obtidos
para as espécies de Hg sob as condigdes otimizadas para solucdes
padrio de Hg(ll), MeHg e EtHg e para materiais certificados de
referéncia com e sem a adicdo de EtHg. Observa-se pela Figura 30 que o
método proposto é apropriado para a separacdo e determinacdo de
Hg(I), MeHg e EtHg nas amostras bioldgicas avaliadas.

Sob as condi¢Oes experimentais otimizadas, o desempenho do
método proposto foi avaliado e os parametros associados a esta
avaliacdo estdo expostos na Tabela 6.

As curvas de calibragdo foram obtidas através da andlise em
triplicata de solu¢des de Hg(II), MeHg e EtHg em 4cido férmico a 10%
v/v no intervalo de 1-30 pg L' para Hg(Il) e MeHg e 3-30 pg L' para
EtHg.
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(a)

Figura 30. Cromatogramas para 200 uL de solucdo contendo (a) Hg(Il) 10 pgL™", MeHg 10 pg L™ 'e EtHg
10 ug L', (b) 200 pL de solugdo da amostra DOLT-1 com adicdo de EtHg 3 ug L™ ', (c) 200 uL de solucio da
amostra TORT-1 com adicdo de EtHg 3 pg L' e injetados na fase eluente: metanol 1% v/v, dcido férmico 1% v/v, L-

cisteina 5 mmol L™ 1, NaClO, 0,15 mol L' a2mL min! (utilizando a coluna cromatografica) e acido férmico 30%
v/valmL min~ ' (adicionado aps a coluna cromatogrifica).
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Tabela 6.

Parametros de desempenho analitico obtidos para a

determinacdo de Hg(II), MeHg e EtHg por HPLC-MW/UV-PVG-AFS.

Hg(I) MeHg EtHg
Faixa de calibragio / ug L 1-30 1-30 3-30
Inclinagio /mV s L g’ 43x10 | 56x10° | 2,8x10°
R’ 0,9992 0,9991 0,9989
LOD/ugL ' (nggH"” 0,15(7,5 | 0,15(7,5) | 0,35(17)
LOQ/ugL ' (nggH” 0,50 (25) | 0,50 (25) | 1,2(58)
RSD / %
lpgL? 3.8 3,6 7,7
5ugL’ 5,1 11 8,9

(*) LOD = 3 vezes a razao sinal-ruido (S/N) e LOQ = 10 vezes S/N,
considerando a diluicdo da amostra.

0,5 g de amostra extraida, 25 mL volume final da solugdo de amostra,
200 pL volume injetado.

O limite de detec¢do (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)
referem-se a amostra solida e foram calculados como a concentracdo
correspondente a trés e dez vezes a razdo sinal-ruido (S/N) e
considerando a dilui¢do da amostra, respectivamente. O desempenho do
método, em termos de LOD, pode ser comparado com trabalhos
anteriores que utilizaram uma configuracdo experimental semelhante a
utilizada neste trabalho [10]. Os valores de LOD obtidos neste estudo
sdo cerca de duas a trés vezes melhores que os obtidos com o CVG
tradicional [93] e compardveis com o0s obtidos com o procedimento
MW/UV-CVG [10].

A precisdo do método proposto foi calculada como o desvio-
padrao relativo (RSD) de seis medidas a dois niveis de concentragdo, 1 e
5 ug L' Os valores obtidos variaram entre 3,6 e 11%, sendo
considerados excelentes resultados considerando a complexidade do
método.

A exatidio do método foi avaliada através dos valores
certificados para Hg(Il) e MeHg presentes em trés materiais de
referéncia, TORT-1, DORM-1 e DOLT-1, comparando os resultados
obtidos e os valores certificados através de teste estatistico t-student
com um limite de confianca de 95%. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 7 e mostram uma boa concordancia com os valores certificados
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de MeHg. As demais compara¢des sdo apenas informativas, pois na
amostra certificada utilizada ha apenas valores informados para Hg total
e MeHg. Portanto, o mercurio inorginico ndo estd certificado nos
materiais de referéncia selecionados e a concentracio de Hg(II)
certificada € obtida por diferenca entre Hg total e MeHg. O Hg total é
certificado nos materiais de referéncia selecionados, mas ndo foi
determinado neste trabalho por um procedimento independente; a
comparagdo foi feita com a soma de Hg(Il) e MeHg encontradas através
do método proposto, e assumindo que a varidncia € igual & soma de
Hg(Il) e MeHg. O material de referéncia DORM-1 foi analisado
utilizando apenas a pré-coluna de separacdo, pois devido a matriz da
amostra e a alta pressio produzida dentro da coluna de separa¢do nao foi
possivel analisar utilizando a coluna de separagdo cromatogrifica.
Assim, foi obtida uma separacdo pouco adequada para essa amostra e,
por isso, erros maiores obtidos para essa andlise foram atribuidos a esse
fator.

Os testes de recuperagdo foram realizados em duas amostras
certificadas, TORT-1 e DOLT-1, analisadas antes e depois da adi¢do de
analito com concentracdes conhecidas de Hg(II), MeHg e EtHg. Como a
adicdo de analito foi realizada antes do preparo de amostra, foi possivel
verificar que tanto a matriz da amostra como o préprio preparo da
amostra ndo alterou a identidade das espécies adicionadas. A Tabela 8
mostra as recuperagdes alcancadas, que estdo no intervalo entre 87 e
110%.

88



Resultados e Discussio — MW/UV-PVG-AFS

Tabela 7. Resultados obtidos para a determinag¢do de Hg(Il) e MeHg em materiais de referéncia certificados (média +
intervalo de confianca de 95%; n = 3).

Espécie Valor certificado / pg g™ Valor determinado / pug g Valor de t ©

Hg 0,202 ¢ 0,220 £ 0,02 0,22

TORT-1" MeHg 0,128 +0,014 0,122 £ 0,01 0,09
Total 0,33 +£0,06 0,342 ¢ 0,08

Hg 0,145°¢ 0,150 £ 0,07 0,03

DOLT-1* MeHg 0,080 + 0,011 0,085 + 0,03 0,05
Total 0,225 + 0,037 0,235 ¢ 0,09

Hg 0,067 ¢ 0,097 + 0,03 0,30

DORM-1" MeHg 0,731 £ 0,06 0,619 + 0,09 0,79
Total 0,798 + 0,074 0,716 ¢ 0,52

*Resultados obtidos com a coluna cromatogréfica;

> Resultados obtidos com a pré-coluna cromatografica;

‘ Diferenca entre o Hg total e MeHg. Inorganico Hg(II) ndo € certificado;

4Soma das concentracdo de Hg(II) e MeHg determinadas por HPLC-MW/UV-PVG-AFS;
¢ O valor critico de | t | para as condi¢des adotadas € 3,18.
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Tabela 8. Resultados obtidos a partir dos testes de recuperacdo para a
determinacdo de Hg(Il), MeHg e EtHg em materiais de referéncia
certificados (média + intervalo de confiancga para 95%; n=3)

Valor Valor Recuperado
Amostras Espécies Determil}ado ugg! %
g g
HgdI) 0,49 £ 0,03 0,29 97
TORT-1* MeHg 0,39 +0,01 0,26 87
EtHg 0,33 £ 0,04 0,33 110
HgdI) 0,65 £ 0,07 0,51 102
DOLT-1° MeHg 0,57 +0,01 0,49 98
EtHg 0,52 +0,09 0,52 104

* Valor adicionado na amostra para todas as espécies: 0,30 ug g’
® Valor adicionado na amostra para cada espécie: 0,50 ug g
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10. CONCLUSOES PARCIAIS

Foi desenvolvido um procedimento simples para a anélise de
especiagdo de mercirio com base na hifenacio da técnica de HPLC com
a AFS através de uma interface MW-UV simples para a geracdo
fotoquimica de vapor de mercirio mostrou-se eficaz e bastante inovador
frente as novas linhas de pesquisas que vem sendo desenvolvidas. A
utilizacdo do 4cido férmico aliado a radiacdo proveniente da interface
MW/UV para a geragdo fotoquimica de Hg” mostraram-se essenciais e
as condi¢des Otimas foram alcancadas através de um planejamento
fatorial e ponto central. Compostos organometdlicos de mercirio e
mercuirio na forma inorginica foram separados eficientemente por
HPLC e foram convertidos para Hg’ sob a acdo combinada de MW e
irradiagdo UV, e na presenca de 4cido férmico. A aglo catalitica de
nanoparticulas de TiO, no processo de geracdo fotoquimica de vapor
para as espécies Hg e MeHg forneceram maiores sinais de intensidade,
no entanto, para as espécies EtHG e pHMB ndo gerou aumento nos
sinais de fluorescéncia atdmica. Problemas de deposi¢do das
nanoparticulas de TiO, prejudicou a anélise e por esse fator foi evitado
0 uso do mesmo. A L-cisteina na fase mével foi importante para evitar o
efeito de meméria, formando complexos com o Hg remanescente no
sistema. Assim, o reator MW/UV substitui eficazmente o sistema de
tetrahidroborato convencional e representa uma alternativa interessante
em termos de custo-beneficio e ambientalmente correta para a
determinacdo e especiacdo de mercurio organico.
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11. CONCLUSOES GERAIS

As metodologias desenvolvidas para a determinagdo de
elementos-traco em amostras complexas utilizando diferentes técnicas
acopladas a PVG mostraram ser adequadas, apresentando excelentes
limites de deteccdo e boa exatiddo. O procedimento de preparo de
amostras proposto, exigindo apenas a dilui¢do da amostra com dcidos
organicos, € de facil execucgdo e possui uma abordagem ambientalmente
correta quando comparado a digestdo dcida, por exemplo. O preparo de
amostras ndo exige nenhum equipamento extra, além de um sistema
para sonica¢do para amostras bioldgicas, permitindo elevada frequéncia
analitica dependendo apenas do tamanho do sistema de ultrassom. O
procedimento proposto resulta em menor consumo de reagente, que
pode ser obtido em elevado grau de pureza, reduzindo as possibilidades
de perdas e contaminacdo da amostra. Em suma, pode-se afirmar que a
PVG ¢é uma técnica potencialmente promissora, ndo somente para a
determinacdo dos elementos tipicamente investigados por CVG
convencional, como para a determinacdo de metais de transi¢do,
podendo ser expandida para outros elementos de transicao.
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1. Introduction

Mercury cycle in the environment is a result of natural and human
activities. Mercury emissions from human activities move by weather
and wildlife throughout the environment, and natural processes can
convert mercury into organic methylmercury. This organomercuric
species is disposed to biomagnification, the sequence of processes in
an ecosystem by which higher concentrations of a particular chemical
are reached in organisms higher up the food chain through a series of
prey-predator relationships. The gastrointestinal tract readily absorbs
ingested methylmercury, and it is mostly found complexed with free
cysteine and with proteins and peptides containing that amino acid.
The methylmercuric-cysteinyl complex is recognized by amino acid
transporting proteins in the body as methionine, another essential
amino acid and, because of this mimicry, it is transported freely across
the blood-brain barrier and the placenta [1].
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Therefore, the development of sensitive and specific methods for
the speciation of mercury is of great importance for environmental
and biological studies.

Numerous methods based on high performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) on-line hyphenation with element-specific detection
methods, such as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS), anodic stripping voltammetry (ASV) and atomic spectrometry,
have been developed for the speciation of mercury in recent years.
Several reviews summarize the recent progress in this field [2-5].

Among the cited detection techniques, atomic fluorescence
spectrometry (AFS) is one of the most sensitive, selective and low-cost
methods for the determination of mercury [5]. As with other instrumen-
tal methods of analysis, sample introduction remains an important issue
in AFS because the sensitivity and limits of detection (LODs) are depen-
dent on the sampling efficiency. Vapor/hydride generation is a widely
adopted sample introduction method for atomic spectroscopy, yielding
the advantages of efficient matrix separation, high analyte transport
efficiency, high selectivity, simple instrumentation and ease of automa-
tion. Vapor generation using tetrahydroborate (THB) is considered to be
the most widespread and successful one for the determination of trace
and ultra trace amounts of elements belonging to groups IV-VI and
mercury [6].
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A common problem of chemical vapor generation (CVG) using THB
is the interference from transition metals, which usually decreases
sensitivity and reproducibility, and may lead to incorrect analytical
results. Furthermore, THB is unstable in solution and is a potential
source of contamination. Additionally, the large amount of hydrogen
generated by the THB-acid system may reduce the stability of a plasma
or flame source or even extinguish it [7].

Today an excellent competitor to the CVG is the photochemical
vapor generation (PVG), a newly emerging research field in analytical
chemistry owing to its simplicity, versatility and cost-effectiveness.
Sturgeon and coworkers [8-11] pioneered the research area of PVG
as an effective sample introduction method for analytical atomic spec-
trometry. In the last years, several works have been published
concerning the determination of mercury with PVG [12-28]. The basic
principle of PVG relies on the generation of reducing radicals from low
molecular weight organic alcohols, aldehydes, or carboxylic acids
upon irradiation by UV sources [29,30]. The PVG has recently opened a
new door for broadening the scope of CVG, in which radicals play a
role in the reduction of metal species to volatile compounds. It is
expected that other energy donors, such as microwave and laser irradi-
ation, may also be effective in promoting generation of free radicals for
similar application [7]. Similar to CVG, PVG can be hyphenated to
sample preparation techniques, such as liquid chromatography and
flow injection (FI), as well as many analytical atomic detection tech-
niques, including AFS.

In our laboratories we have developed a photochemical on-line
oxidation method that combines microwave (MW) and ultraviolet
(UV) irradiation in a unique photochemical reactor for the online diges-
tion of organic mercury to obtain Hg(II). Hg(II) was reduced to Hg® in a
knotted reaction coil with THB solution, and detected by AFS [31,32].

Further development of the system described above is reported
in the present paper and it consists of the elimination of chemical reduc-
tion step with THB. In consideration of the fact that the integrated MW/
UV interface is able to perform both the breakdown of organomercuric
species to inorganic Hg(Il) and the reduction of Hg(II) to volatile Hg®,
we found conditions under which all mercury species, after HPLC
separation, could be converted in to volatile Hg® and detected by AFS.
The proposed method is based on a post-column mix and reaction
with formic acid followed by on-line MW/UV irradiation and the
decomposition of organic mercury species (MeHg, EtHg, pHMB) and
reduction of Hg(II) could be completed in one step. Optimum conditions
for the PVG procedure were investigated, and the developed method
was successfully employed in the determination of Hg(Il) and MeHg
in marine organisms certified reference materials.

2. Experimental
2.1. Instrumentation and chromatographic conditions

AMW/UV combined reactor with AFS detection system was used for
both FI and reversed phase chromatography (RPC) experiments. It has
been employed for both PVG and CVG measurements. A schematic
representation of the apparatus is reported in Fig. 1a (for PVG experi-
ments) and Fig. 1b (for CVG experiments).

A HPLC gradient pump (P4000, ThermoQuest) equipped with a
mechanical degassing system (SC1000, ThermoQuest) and a Rheodyne
7125 injector (Rheodyne, Cotati, CA) was employed. 50 uL and 200 pL
injection loops were used for FI and RPC experiments, respectively.
The FI and the RPC experiments were carried out respectively with a
3mLmin~'and a1 mLmin~" pump flow rate. When the system was
hyphenated with HPLC, an additional pump (Dionex model DQP-1)
was used at the column outlet to obtain an overall flow rate of
3 mL min~ ! and the optimized concentration of formic acid (10%) at
the entrance of the MW/UV reactor. For FI experiments, the outlet of
the HPLC pump was connected with the inlet of the MW/UV reactor.
In the HPLC setup, a chromatographic column was interposed between

HPLC pump and the additional pump that sent to the system the organic
acid, and the outlet of this second pump was connected with the inlet of
the MW/UV reactor.

The MW/UV reactor was placed in a thermostatic bath in order to
work under controlled temperature conditions (18 °C) and microwave
power of 30 W was employed. More details of the MW/UV reactor can
be found in a previous paper [33].

The final flow rate value and formic acid concentration were found
from the optimization experiments described in Section 3.1.

The mercury vapor generated was separated in a gas-liquid separa-
tor by Ar/H, gas and the mercury vapor coming out was delivered into
the atomizer, which was a miniature Ar/H; diffusion flame supported
on a simple quartz tube (i.d. 4 mm). The gas-liquid separator was in
borosilicate glass (60 mm long, 10 mm i.d., inlet and outlet tubing
6 mm o.d. and 2 mm i.d.). A peristaltic pump was used to pump off
the waste liquid solutions. A laboratory assembled non-dispersive
atomic fluorescence (NDAF) detector equipped with an EDLII mercury
lamp (Perkin Elmer, Monza, Italy) was employed. More details of the
AFS system can be found in a previous paper [34].

Separations by RPC were carried out using a Dionex Omnipac PAX-
500 (60 A, 250 x 4 mm, 8.5 um) equipped with a 50 x 4 mm guard-
column. Samples were eluted in isocratic mode with 10% methanol,
1% formic acid, 5 mmol L' Cys, 0.15 mol L~ NaClO, in the column
and with 1% methanol, 1% formic acid, 5 mmol L' Cys, 0.15 mol L~!
NaClO4 when only the guard-column was employed.

The output data from the lock-in amplifier were collected with a
personal computer equipped with a Dionex Al-450 chromatography
interface and its acquisition software (Dionex PeakNet).

The identification of volatile species was performed by collecting
the sample solution after the photo-reaction in the MW-UV device (FI
mode, separate solutions of 5 mg L™ ! Hg(Il), MeHg and EtHg) and
analyzing the head space using a gas chromatography (GC) (Agilent
6850) coupled with mass spectrometer (MS) detector (Agilent 5975)
(Agilent Technologies, Milan, Italy) fitted with a 60 m x 0.25 mm id
DB624 GC column (1.4 pm film thickness, Agilent Technologies, Milan,
Italy). Temperature program 80 °C for 5 min, 20 °C/min up to 260 °C,
hold for 10 min. MS detector was operated both in selected ion-
monitoring (SIM) mode (198, 200 and 202 amu) and in full scan
mode (range 50-500 amu).

2.2. Reagents and samples

Analytical reagent-grade chemicals were used without further
purification. pHMB [4-hydroxymercuric benzoic acid, sodium salt (CAS
no. 138-85-2, HOHgCgH,4CO,Na)] was purchased from Sigma (Sigma-
Aldrich, Milan, Italy). A 1 x 1072 mol L™ ! stock solution of pHMB was
prepared by dissolving the sodium salt in 0.01 mol L™ ! NaOH in order
to improve its solubility, stored at 4 °C and diluted freshly, just before
use. The precise concentrations of pHMB solutions were determined
from the absorbance at 232 nm (£2*2 = 1.69 x 104 cm™ ' M~ 1).

Stock solution of 1000 + 5 pg mL™ "' of inorganic Hg(1l) in the form
of Hg(NO3), was purchased from Merck Laboratory Supplies (Poole,
Dorset, UK). Methylmercury chloride (CH3HgCl, CAS no. 80-2250)
from Strem Chemicals, Inc (Newburyport, MA, USA) and ethylmercury
chloride (C;HsHgCl, CAS no. 37114) from Alfa Division (Danvers, MA,
EUA) were used to prepare the standard stock solution of MeHg
1.02 mmol L' and EtHg 1.27 mmol L.

Methanol (MeOH, CAS no. 67-56-1) and acetonitrile (ACN, CAS
no. 75-05-8) for reversed-phase chromatography (RPC) were pur-
chased from Sigma-Aldrich-Fluka (Milan, Italy).

Formic acid >88.0% (HCOOH, CAS no. 64-18-6) and malonic acid
99% (CH,(COOH),, Cat.:M129-6) were purchased from Sigma-Aldrich
(Milan, Italy). Acetic acid 99% (C,H40,, CAS no. 64-19-7) and citric
acid 99% (C¢HgO7, CAS no. 5949-29-1) were acquired from Carlo Erba
(Rodano, Milan, Italy).
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Fig. 1. Schematic diagram of the HPLC-MW/UV system employed for PVG experiments (a) and schematic diagram of the HPLC-MW/UV system employed for CVG with tetrahydroborate

experiments (b).

Potassium chloride (KCl, CAS no. 7447-40-7) and sodium perchlo-
rate (NaClO4.H,0, CAS no. 7791-07-3) purchased from Carlo Erba
(Rodano, Milan, Italy), sodium chloride (NaCl, CAS no. 7647-14-5)
and L-cysteine 99.5% (C3H;NO,S, CAS no. 52-90-4) purchased from
Fluka (Milan, Italy) were used to prepare the solution for RPC mobile
phase.

2.5 mol L™ solutions of THB were prepared by dissolving the solid
reagent (Merck & Co., Inc., N.J. USA, pellets, reagent for AAS, minimum
assay >96%) into 0.3% (m/v) NaOH solution (TraceSELECT, Sigma-
Aldrich-Fluka, Milan, Italy). The solutions were microfiltered through
a 0.45 pm membrane and stored in a refrigerator. Diluted solutions of
NaBH, (0.05 mol L") were prepared daily by appropriate dilution of
the stock solutions, the total NaOH concentration being kept at 0.3%
(m/v). HCI diluted solutions were prepared from 37 wt.% HCI (Carlo
Erba, Rodano, Milan, Italy).

Three biological reference materials (DORM-1, DOLT-1 and TORT-1)
purchased from the National Research Council of Canada (NRCC,
Ottawa, Ontario, Canada) were analyzed for the method accuracy
assessment.

Ultrapure water prepared with an Elga Purelab-UV system (Veolia
Environnement, Paris, France) was used throughout.

2.3. Sample preparation

Approximately 500 mg of certified samples were weighed into
25 mL glass flasks and 10 mL of formic acid >88.0% was added. The
flasks were placed in an ultrasonic bath at 50 °C for 6 h to complete
solubilization of the tissues, as described by Vieira et al. [13]. After
cooling, the samples were diluted with deionized water to a final
concentration of 40% formic acid and were centrifuged at 5000 rpm
for 20 min. The supernatant was filtered doubly before injection by a
0.45 um and 0.20 um regenerated cellulose filters (Agilent Captiva
Premium Syringe Filters). Unless otherwise specified 200 pL of sample
was employed for analysis.

3. Results and discussion
3.1. FI-PVG-AFS experiments
In order to choose the low-molecular weight (LMW) organic acid

more effective for the PVG process, several experiments were conduct-
ed testing acetic, formic, malonic and citric acid. We performed a central
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composite design with two factors (LMW organic acid concentration
and MW power) at five levels for a total number of 13 experiments.

Figs. S2 A-D (Supplementary Data) show the response surfaces for
Hg(1l), MeHg, EtHg and pHMB obtained by plotting the mercury specific
FI signal as a function of LMW organic acid concentration and MW
power. The response surfaces were obtained with Origin software by
converting the raw data into a 100 x 100 matrix using a Random
(Renka Cline) gridding method.

In general, it was observed that the atomic fluorescence signals for
all mercury species increase with increasing concentrations of the
organic acids and the microwave power. The only exception is repre-
sented by pHMB, and this is probably due to the difference structure
of the substrates containing mercury (see Supplementary Data). This
may be related to a proportional increase of the radicals' concentration
upon exposure to the MW/UV radiation source.

Acetic acid (Fig. S2 B) provided the lowest sensitivity for all species.
The mechanism of the PVG is related to the production of reactive
radical that combine with the analyte to form volatile species [30]. The
low sensitivity obtained with acetic acid may be due to an insufficient
concentration of radicals, which cannot promote an efficient photo-
chemical generation of volatile mercury species.

Fig. S3 shows the mercury specific FI signals obtained in the best
conditions (acid concentration and MW power) for the four LMW
organic acids. The highest mercury specific AF signals were obtained
with formic (10%), citric (10%) and malonic (10%), while AF peak
areas obtained in the presence of acetic acid were the lowest intense.
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The results described so far relate to the use of acids alone. However,
as the final aim of the study was mercury speciation, a model eluent
phase was added to the FI system to evaluate the influence of acid inter-
action with the HPLC mobile phase on the AF signals. We found that,
even though with malonic and citric acids the signal intensity for all
species was high (see Fig. S2, Supplementary Data) when they were
added to a mobile phase which mimics that used in chromatography
(1% methanol, 5 mmol L™ ! Cys, 0.15 mol L™ NaClO4 at 1 mL min™!)
AF signals decreased for all species (see Fig. 2). Therefore, for further
experiments we adopted the following conditions: 10% formic acid,
30 W for microwave power and 3 mL min~! flow rate.

We found that an irradiation time of 20 s in the MW/UV reactor was
sufficient to obtain satisfactory signals for all mercury species without
an excessive waste of reagents. Residence times less than 20 s did not
lead to significant improvements in signal intensity. The effect of the
irradiation time was not further evaluated, because flow rate values
lower than 3 mL min~! caused a heating of the sample solution in the
MWY/UV reactor, broad signals and long analysis time. Fig. 3 shows the
comparison of the mercury specific FI signals obtained for mercury
species, analyzed using 10% formic acid, for PVG (the proposed method)
and CVG with THB (reference method).

As the direct use of 10% formic acid in the chromatographic column
should be avoided, we use a second pump before the MW/UV reactor
that sent 30% formic acid at 2 mL min~'. With the HPLC pump sending
1% formic acid at 1 mL min~!, we obtained an overall flow rate of
3 mL min~ ! and 10% formic acid at the entrance of the reactor.
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Fig. 2. Fl signals (50 L injection) for 2.5 pmol L™ Hg(11), 2.5 pmol L' pHMB, 1.25 pmol L' MeHg and 1.25 pmol L' EtHg prepared in 5% malonic acid (a), 5% citric acid (b) and 10% formic
acid (c), injected in the following mobile phase: 1% methanol, 1% formic acid, 5 mmol L™ Cys, 0.15 mol L™ NaClO4 at 1 mL min™'; added with 15% malonic acid (a), 15% citric acid (b) and
30% formic acid (c) at 2 mL min™ (post-column pump).
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Fig. 3. Comparison of FI (50 pL injection) peak area of mercury species analyzed using
formic acid for PVG (, under PVG optimized conditions) and CVG with NaBH,, for 2.5
nmol L™ Hg(Il), 2.5 pmol L™ pHMB, 1.25 pmol L™ MeHg and 1.25 pmol L™! EtHg prepared
in 5% formic acid. Eluent phase: 1% methanol, 1% formic acid, 5 mmol L' Cys, 0.15 mol L
NaClO,.

3.2. Evaluation of HPLC mobile phase

As the final aim of the study was mercury speciation, we optimized
the HPLC mobile phase testing acetonitrile and methanol as eluent.
Compared with acetonitrile, methanol provided an improvement in
the signal intensity and a better separation for all mercury species.
With 10% MeOH as mobile phase the separation of Hg(Il), MeHg
and EtHg was reached in a reasonable time (13 min). For preliminary
studies the separations were conducted on the guard-column, and
only 1% MeOH as mobile phase was sufficient.

Since the column employed in this work is a mixed mode column,
which exhibits both reversed phase and anion exchange characteristics,
we tested the effect of three salts (0.15 mol L~ ! NaCl, 0.15 mol L~ KCl
and 0.15 mol L™ " NaCl0O,) on the separation of the analytes.

With 0.15 mol L=' NaCl and 0.15 mol L=! KCI the AF signal
decreased for all the species, whereas with 0.15 mol L~ ! NaClO, the
intensity of the AF signals did not change significantly, but an improved
separation of the analytes was observed.

The final composition of the mobile phase is 1% methanol, 1% formic
acid, 5 mmol L~ Cys, 0.15 mol L~ ! NaClO,. Cysteine is necessary to
obtain narrow chromatographic peaks and to avoid the mercury
adsorption on the chromatographic stationary phase.

Subsequently, additional FI experiments performed in the absence of
an Ar/H, microflame showed that the AF signal increased for all species.
The AF peak area with the microflame was about 50% with respect to the
peak area obtained with no flame (same atomizer without H,). This was
likely due to the quenching effect of the molecular species present in the
microflame, on atomic fluorescence of Hg, because no molecular species
of mercury was found in the headspace of reaction vials by GC-MS
experiments (Section 3.3). To increase the sensitivity obtained with no
flame atomization an argon shielding flow (850 mL min~!) was used
to prevent the quenching of AF of mercury by atmospheric gases such
as Ny and O, in the observation zone of the atomic cell. The results
indicated that sensitivity improvements are in the range from 40 to
70-fold for the tested mercury species (see Fig. S3 Supplementary
Data). Since with the presence of the shielding AF signals increased for
the analytes, subsequent experiments were conducted without flame
and with 850 mL min~' shielding flow.

3.3. Identification of volatile species by GC-MS

We investigated by GC-MS analysis the nature of the volatile species
formed in the presence of formic, acetic, malonic and citric acids.

Solutions containing 5 mg L™ of Hg(Il), MeHg and EtHg were
introduced by FI and 4 mL aliquots were collected in a vial immersed
in an ice bath at the outlet of the MW/UV reactor and analyzed by
head space-GC-MS.

Head space-GC-MS analysis revealed that for all types of organic
acid there is only one volatile mercury species in the head space,
which corresponds to Hg®. This is likely due to the capability of the
MW/UV interface to break Hg— C bonds, which results in the absence
of methylated or alkylated mercury species in the reaction products.

3.4. Catalytic action of TiO, nanoparticles

Some papers report the use of TiO, nanoparticles as catalyst of the
photo-reduction process for selenium, whereas for mercury it was
found that there is equally high efficiency without titanium for both
Hg(Il) as well as MeHg [9,23,28,35,36].

Using HPLC-PVG-AFS we investigated the changes in the mercury
specific AF signal when different concentrations (0.01, 0.02 and
005¢g L~ in deionized water) of nano-TiO, were added between the
outlet of the HPLC column and the inlet of the MW/UV reactor using a
second pump. We found that the intensity of the AF signal markedly
increased with the nano-TiO, concentration for Hg(Il) and MeHg,
(about twofold increase) whereas only a moderate increase in the signal
intensity was observed for EtHg and pHMB (see Fig. 4). This effect
doesn't seem to be reported before for the PVG of mercury by using
UV irradiation.

The problem associated with the use of these nanoparticles is that
they precipitated and form deposits on the wall of the tubings
connecting the pump with the MW-UV reactor.

Since no decisive improvements were obtained on the less sensitively
detected species EtHg and pHMB with nano-TiO, employment, it has
been decided not to use them for mercury determination reported in
the present work.

3.5. Analytical figures of merit

Fig. 5 shows the mercury specific RP chromatograms obtained under
the optimized conditions for (a) Hg(Il), MeHg and EtHg single species,
(b) a sample solution of DOLT-1 and EtHg mixture and (c) a sample
solution of TORT-1 and EtHg mixture. Fig. 7 shows that the presented
method is suitable for the separation and determination of Hg(II),
MeHg and EtHg in biological samples.
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Fig. 4. Optimization of concentration TiO, for HPLC-MW/UV apparatus using shielded
no-flame atomization. Conditions: 200 pL of 10 pug L~ ! Hg(Il), MeHg, EtHg and pHMB
solution injected in eluent phase: 1% methanol, 1% formic acid, 5 mmol L™' Cys,
0.15 mol L~ ! NaClO4 at 2 mL min~! (guard-column) and 30% formic acid at 1 mL min~'
(post-column pump).
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Fig. 5. Mercury specific RP chromatograms for 200 pL of 10 pg L~ " Hg(II), 10 pg L~ MeHg
and 10 pg L~ EtHg single species (a), 200 pL of sample solution of DOLT-1 and 3 pg L™!
EtHg mixture (b) and 200 pL of sample solution of TORT-1 and 3 ug L~ ! EtHg mixture
(c) without flame and injected in eluent phase: 1% methanol, 1% formic acid,
5 mmol L~! Cys, 0.15 mol L~ ! NaClO4 at 2 mL min~" (analytical column) and 30% formic
acid at 1 mL min~" (post-column pump).

Table 1
Analytical figures of merit for HPLC-MWUV-AFS determination of Hg(Il), MeHg and

EtHg (8).

Hg(II) MeHg EtHg

Calibration graph

Slope/mV x s x Lx ug™! 43 x10°($) 56 x10°($) 2.8 x 10° (+)

R? 0.9992 0.9991 0.9989
LOD/ug L= (ng g~ ") " 0.15 (7.5) 0.15 (7.5) 0.35 (17)
LOQ/ug L' (ngg= ") ™ 0.5 (25) 0.5 (25) 1.15 (58)
RSD/%

TugL™! 38 3.6 7.7

5ug L1 5.1 11 8.9

(8) 0.5 g of sample extracted, 25 mL final solution volume, 200 pL injected.
($) Tested range 1-30 pg L™1; (+) Tested range 3-30 pg L™,
(*) LOD = 3 times signal to noise ratio (S/N); LOQ = 10 times S/N.

Under the optimized experimental conditions, the performance of
the proposed method was evaluated obtaining the main figures of
merit: linear range, sensitivity, detection and quantification limits,
precision and accuracy. Table 1 shows the analytical features of the
method.

Calibration graphs were tested by analyzing 3 replicates of Hg(II),
MeHg and EtHg solutions in 10% formic acid in the 1-30 pg L™ ! range
for Hg(Il) and MeHg and 3-30 pg L™ ! range for EtHg.

The limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ)
refer to the solid sample and were calculated as the concentration
corresponding to three and ten times the signal-to-noise ratio (S/N)
and taking into account the dilution of the sample, respectively. The
performance of the method in terms of LOD can be compared with
previous works based on similar experimental setup. LOD values
obtained in this study are respectively twice that obtained with the
CVG (digestion with KBr/KBrOs; and reduction with THB) [37] and
comparable with that obtained with the MW/UV-CVG procedure [31].

The precision of the proposed method was calculated as the relative
standard deviation (RSD) of six measures at two levels of concentration
(1and 5 pg L™1). The values obtained ranged between 3.8 and 11%.

The accuracy of the method was evaluated by analyzing the Hg(II)
and MeHg content in three certified reference materials, TORT-1,
DORM-1 and DOLT-1. The accuracy was assessed by comparing via
statistical T-test at 95% the obtained results and the certified values.
The only comparable value is MeHg because it is certified. The results
are shown in Table 2, and they show a good agreement with certified
values of MeHg. The other comparisons are only informative. Inorganic
Hg(II) is not certified in the selected reference materials and in Table 2
the difference between total Hg and MeHg has been reported, certified
values. The total Hg is certified in the selected reference materials, but
it has not been determined here by an independent procedure; the

Table 2

Determination of Hg(II), MeHg and EtHg in certified reference materials. The significance
test T-test for comparison of an experimental mean with a known value, according to the
equation: t = | (x — W) ¥n/s | was applied.

Hg Certified Determined T-test
species  (ugg™ ") (ngg™ ')
TORT-1* Hg(1I) [0.202]($) 0.220 + 0.02 |t] (=0.22) <3.18
MeHg 0.128 + 0.014  0.122 + 0.01 |t](=0.09) <3.18
Total 0.33 + 0.06 [0.342](#) |t](=0.08) <3.18
DOLT-1* Hg(1I) [0.145] ($) 0.150 + 0.07 |t] (=0.03) <3.18
MeHg 0.080 + 0.011 0.085 + 0.03 |t] (=0.05) <3.18
Total 0.225 + 0.037 [0.235] (#) |t](=0.09) <3.18
DORM-1**  Hg(Il) [0.067] ($) 0.097 + 0.03 |t] (=0.30) <3.18
MeHg 0.731 £ 0.06 0.619 + 0.09 |t] (=0.79) <3.18
Total 0.798 £ 0.074  [0.716] (#) |t](=0.52) <3.18
(§) (average + confidence interval at a 95% statistical level; n = 3).
(#) Sum of Hg(Il) and MeHg concentration.

($) Difference between Total Hg and MeHg. Inorganic Hg(II) not certified.
* Results obtained with the chromatographic column.
** Results obtained with the chromatographic guard-column.
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Table 3
Results from recovery tests for the determination of Hg(II), MeHg and EtHg in certified ref-
erence materials.

Determined Recovery(§)
—1
(g g™ ")(8) o "
TORT-1* Hg 0.49 + 0.03 0.29 £+ 0.03 97 + 10
MeHg 0.39 4+ 0.01 0.26 £ 0.01 87+3
EtHg 0.33 4+ 0.04 0.33 £+ 0.04 110 4+ 13
DOLT-1** Hg 0.65 &+ 0.07 0.50 £+ 0.07 100 + 14
MeHg 0.57 4+ 0.01 049 £ 0.01 98 +2
EtHg 0.52 4+ 0.09 0.52 £ 0.09 104 + 18

* Sample spiked with 0.30 pg g~ of each compound.

** Sample spiked with 0.50 g g~ ' of each compound.

(8) average + confidence interval at a 95% statistical level; n = 3. For the sake of simplicity
the uncertainty on recovery was considered identical to that on determination.

comparison has been made with the sum of Hg(I) and MeHg found, and
assuming that the variance is the sum of those of Hg(Il) and MeHg.
Recovery tests were performed in two certified samples, TORT-1 and
DOLT-1, analyzed before and after spike with known concentrations of
Hg(1l), MeHg and EtHg. Table 3 shows the achieved recoveries and the
relevant uncertainties, which are in the range between 87 and 110%.

4. Conclusions

We developed a simple procedure for the speciation analysis of
mercury based on the hyphenation of HPLC with AFS through a simple
MW-UV interface. Organomercury and inorganic mercury compounds
were converted to Hg® under the combined action of MW and UV
irradiation, and in the presence of formic acid and cysteine in the mobile
phase. By this way the MW/UV reactor effectively replaces the conven-
tional tetrahydroborate system, and represents a cost-effective and
environmentally friendly alternative for the determination of organic
mercury.
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A novel and sensitive method is described for the determination of Co, Ni and Te in alcoholic beverages by pho-
tochemical vapor generation combined with inductively coupled plasma mass spectrometry. Volatile species of
Co, Ni and Te were liberated from mixed formic acid and acetic acid media following exposure to a UV source.
Limits of quantification of 0.5,0.1, and 0.4 pg L™ ! for Co, Ni and Te, respectively, were obtained, which correspond
to improvements 9, 35, and 3 times more over those obtained with conventional pneumatic nebulization. Meth-
od accuracy was demonstrated by comparison of the determined Co, Ni and Te concentrations with those obtain-
ed following sample digestion and determination using conventional solution nebulization for sample
introduction, resulting in good agreement at a 95% confidence level.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Sample introduction in inductively coupled plasma mass spectrom-
etry (ICP-MS) is a matter of great importance, since the technique is
sensitive to matrix components and even to fairly low amounts of dis-
solved solids [1]. The analysis of alcoholic beverages by ICP-MS usually
requires the application of digestion procedures [2] in order to eliminate
the well-known issues associated to the analysis of samples containing
organic compounds. However, sample digestion can often be consid-
ered as a time-consuming procedure that can be characterized by exces-
sive use of acids and risk of contamination. Hence, photochemical vapor
generation (PVG) appears as an interesting alternative for the analysis
of complex samples using ICP-MS.

Photochemical vapor generation associated to spectrometric deter-
mination consists in a very sensitive approach, which aims at the con-
version of inorganic analytes into volatile chemical species upon
sample exposure to UV radiation [3]. Organic and inorganic compounds,
when exposed to UV radiation, tend to decompose and form radicals
such as OHe, Oe, CO+ and some smaller organic radicals, which may re-
duce the analyte to its elemental state or lead to the formation of volatile
species containing the analyte. The efficiency of radical production is
typically higher when low molecular weight organic acids, such as
formic acid, acetic acid or propionic acid, are added in an aqueous medi-
um [4,5]. The accurate mechanism that leads to the formation of
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reduced or volatile metallic or semimetallic species remains unknown,
although some insights have been recently given in the literature [6,7].

Volatilization of the analyte using PVG allows it to be fairly easily
separated from a complex matrix, which ultimately leads to enhanced
selectivity and allows for preconcentration to be carried out, with con-
sequently lower detection limits [8]. Another advantage of PVG, in addi-
tion to facilitated sample introduction, is the absence of reducing agents,
thereby reducing the costs associated to typical chemical vapor genera-
tion (CVG) setups and eliminating a source of contamination, with the
possibility of adaptation to a number of spectrometric techniques [9].

Besides allowing the determination of elements for which conven-
tional CVG is traditionally used, PVG is also applicable to the determina-
tion of non-metals and some transition metals [10]. The radiation-
induced reaction in the UV region has been used for a wide range of
analytes, including Hg [3,11], As, Sb and Cd [4], Ni, Fe and Se [12], |
[13] and Co [14]. Several instrumental techniques have been used
with PVG, including ICP-MS [12], atomic fluorescence spectrometry
[14], inductively coupled plasma optical emission spectrometry [11],
atomic absorption spectrometry [3] and also gas chromatography and
high performance liquid chromatography [15,16]. Photochemical
vapor generation can also be applied to simplified speciation analysis
protocols [3].

The association of PVG with ICP-MS is noteworthy; it provides excel-
lent detection power, with high selectivity and minimum interference.
Significant improvements in detection limits are often reported for the
investigated elements using such approach [12].

In essence, it can be summarized that photochemical vapor genera-
tion is extremely promising for the determination of elements typically
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investigated by conventional CVG as well as for the determination of
transition metals in general [ 17]. However, despite the notorious poten-
tial of the technique of photo-CVG, the number of publications on this
subject remains relatively small, especially when compared to the num-
ber of publications using conventional CVG, which indicates that the
technique still requires more incisive investigation. Hence, the goal of
this work was to develop a simple and fast setup for the determination
of two transition metals and one non-metal in alcoholic beverages
using PVG-ICP-MS with no need for sample digestion, demonstrating
the potential of the PVG method in providing analyte separation and di-
rect determination from complex samples.

2. Material and methods
2.1. Instrumentation

The PVG setup was carried out using a two-set 40 W UV lamps, op-
erating at 254 nm (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA). The samples
were introduced with the aid of a peristaltic pump into a quartz capil-
lary that was arranged on top of the UV lamps, and the irradiated sam-
ple was conducted to a gas-liquid separator prior to analyte
introduction by a constant Ar flow into the ICP-MS. The sample intro-
duction flow rate was set at 3.8 mL min~' and the internal capacity of
the reactor that is exposed to the UV source is 6.6 mL. Fig. 1 shows a
scheme of the reactor system used this work.

All measurements were carried out using a Perkin Elmer-SCIEX
ELAN 6000 ICP-MS (Thornhill, Canada). Argon gas with a purity of
99.996% was used as the main, auxiliary and carrier gas (White Martins,
Sdo Paulo, Brazil). The ICP-MS operating conditions are summarized in
Table 1.

2.2. Reagents and samples

All reagents used were at least of analytical grade. Water with a re-
sistivity of 18.2 MQ cm was deionized in a Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA, USA). Acetic acid (Merck, Darmstadt, Germany) and
formic acid (Merck) were purified by double sub-boiling distillation in
a quartz still (Kiirner Analysentechnik, Rosenheim, Germany). Aqueous
1000 mg L~ ! stock standard solutions of Co, Ni and Te (Specsol, Sio
Paulo, Brazil) were used. Acetic acid and formic acid were used as dilu-
ents for the samples. Polypropylene flasks (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA)

ICP-MS

r—
L GLS
Argon
Waste
UV reactor
Quartz coil
1 =
Sample
(Wn :
L L
)

Fig. 1. Schematic representation of the PVG reactor. GLS represents the gas-liquid
separator.

Table 1
Operating parameters of ICP-MS for the determination of trace elements
using PVG.
RF power 1200 W
Gas flow rate (L min~—!)
Main 15.0
Secondary 1.0
Carrier 0.8
Cones
Sampler/skimmer Pt
Signal measurement Peak area
Replicates/reading 300
Replicates 3
Dwell Time 50 ms
Auto lens mode On
Detector voltages
Pulse 1250V
Analog —2287V
Detector operation mode Dual

were used to prepare all solutions. A total of five commercially-available
alcoholic beverages were analyzed, consisting of three cachaca samples,
one vodka sample and one sweet vermouth sample.

2.3. Analytical procedure

Aliquots containing 7.0 mL of the sample were added with 1.05 mL
acetic acid and 1.05 mL formic acid. The final volume was made up to
14.0 mL using deionized water.

All samples were prepared at least in triplicate. Analyte addition cal-
ibration was carried out for quantification.

3. Results and discussion
3.1. Evaluation of organic acid concentration

In order to choose the best low-molecular weight organic acid
(LMWA) for the PVG process, initial tests were conducted using acetic
acid, formic acid and the mixture of equal quantities of these substances.
The results are shown in Fig. 2.

The results in Fig. 2 demonstrate that the sole use of acetic acid pro-
vided the lowest sensitivity for all elements. Considering that the effi-
ciency of the PVG derives from the production of reactive radicals that
combine with the analyte to form volatile species [18], it can be as-
sumed that acetic acid alone does not produce a sufficient concentration
of radicals to promote an efficient photochemical reaction. However,
when acetic acid and formic acid were combined, it was possible to ob-
serve a significant improvement in signal intensity for all elements. This
observation may be due to the fact that the hydrogen bonds between
acetic acid molecules lead to the formation of dimers [19], which in
this case can be formed even in the vapor state, therefore hindering
the formation of reactive radicals which ultimately results in low effi-
ciency in the PVG process. Formic acid can also form dimers through hy-
drogen bonds [19]. However, when these two acids are mixed, some
disturbance possibly occurs in the system and the increase in sensitivity
can be attributed to the interaction between acetic acid and formic acid
molecules, leading to a reduction in dimer formation and an increase in
the production of reactive radical species. Additional effects, such as pH
changes in the solution upon the mixture of both acids, may also be re-
sponsible for the responses that are shown in Fig. 2. As expected, the ef-
ficiency of the process is also higher with increasing concentrations of
the organic acids, which is likely to be accompanied by a proportional
increase in the concentration of radicals upon exposure to the UV radi-
ation source. For Te, however, a decrease in the analytical signal was ob-
served for LMWA concentrations above 15% v/v (for the combined
LMWA) and, as a compromise condition, this condition was chosen for
further experiments.
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Fig. 2. Effect of the concentration of organic acids on the PVG efficiency for (a) Co (spiked
at20pg L"), (b) Ni (spiked at 10 pg L) and (c) Te (spiked at 5 pg L™!) in a vodka sam-
ple. Conditions: 1200 W RF power, 0.80 L min~! carrier gas flow rate, UV radiation expo-
sition time of 105 s. Error bars represent the standard deviation based on triplicate
measurements. The nominal concentrations for the mixture between acetic acid and
formic acid are expressed as the sum of the individual concentrations.

3.2. Influence of sample irradiation time

The effect of the irradiation time of the sample solution was evaluat-
ed by exposing the sample solution to the UV-lamps from zero to 190 s,
using a solution containing acetic and formic acids at concentrations of
7.5% v/v (each). Discrete sample volumes (2.00 mL aliquots) were used
to optimize the UV irradiation time, and the exposure period to the UV
lamp was controlled by the sample flow rate. Fig. 3 shows the results ob-
tained from a vodka sample spiked with Ni, Co and Te.

The results in Fig. 3 demonstrate that the formation of volatile spe-
cies by PVG increases dramatically above 55 s of sample exposure to
the UV radiation, and decreases with sample irradiation times longer
than 145 s. This fact suggests that the volatile species formed by PVG
are degraded when exposed to UV radiation for longer periods, which
may either be an effect of the increased temperature of the system or
a consequence of the instability of the formed species. As a compromise
condition, an irradiation time of 105 s was chosen for further
experiments.

3.3. Evaluation of carrier gas flow rate and RF power

Optimization of ICP-MS operating parameters included gas flow rate
and RF power. The carrier gas flow was deviated to the gas-liquid sep-
arator, and was responsible for carrying the analyte vapors to the ICP.
The influence of the carrier gas flow rate on the analytical signal was in-
vestigated from 0.60 to 0.9 L min™', since at higher flow rates the plas-
ma was extinguished. Generally, the analytical signal for all elements
improved at a carrier gas flow rate of 0.8 Lmin ™', and remained essen-
tially constant at higher flow rate adjustments. Hence, all experiments
were carried out adopting a carrier gas flow rate of 0.8 L min™".

The effect of the RF power was evaluated within the range 1000-
1600 W, with little influence on the analytical response. This was some-
what expected, considering that analyte-matrix separation takes place
efficiently at the gas-liquid separator, leaving the ICP with the sole func-
tion of dissociating and ionizing analyte species. The RF power was cho-
sen at 1200 W, in order to maintain a manageable temperature inside
the interface chamber.

3.4. Evaluation of potential interfering species

An investigation was conducted to check for possible matrix effect
caused by some commonly found species in the analyzed samples.
Aqueous solutions of the analytes were prepared to contain 10 mg L™!
each of HNO5, AgNO3, Ca? ™ (from Ca0), NH,Cl, NaOH and KOH, individ-
ually, and the analyte signal in the presence of each foreign species was
recorded and evaluated.

The most striking result was derived from the presence of nitrate in
the sample solution. It could be noticed that the analytical signal for all
elements was completely suppressed by the addition of 0.14 mol L™!
HNOs. In order to attest that this effect was deriving from nitrate instead
of a simple pH change in the solution, AgNOs; was added to a standard
solution at a concentration of 10 mg L™ !, and the same signal
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Fig. 3. Effect of UV irradiation time on the analytical signals obtained for Co (spiked at
20pg L"), Ni (spiked at 10 pug L") and Te (spiked at 5pg L~ ') in a vodka sample contain-
ing 7.5% acetic acid + 7.5% formic acid. Error bars represent the standard deviation based
on triplicate measurements.
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suppression was observed for all analytes. It can be assumed that the ox-
idizing properties of highly oxygenated ions such as NO3™ may lead to
the formation of highly reactive oxygen-derived radicals, which may
bond to the analyte ions and form species that are readily soluble in
the sample solution, hence reducing the efficiency of the PVG process.
In addition, nitrate ions may act as radical quenchers, inhibiting the for-
mation of volatile species of the analytes. This effect has been reported
by other authors, and it was also associated to acids such as HCl,
H,SO,4 and H3PO,4 [4,7,20,21]. A direct consequence is the fact that sam-
ples cannot be acidified with HNOs prior to the analytical procedure.

Solutions containing Na, Cl and Mg at individual concentrations of
10 mg L™ ! did not lead to significant variation in the analytical signal,
as expected. The only exception was noticed for Ni, for which the re-
sponse was slightly suppressed in a solution containing 10 mg L~ ! CI~,
possibly due to radical quenching [21]. An opposite effect was noticed
in a solution containing 10 mg L™ ! K, as the analytical signal for Ni and
Co increased by a factor of approximately two. Signal suppression, on
the other hand, was readily noticed for Te from solutions containing
10 mg L™ Ca, suggesting that the determination of this element would
be conditioned to low concentrations of the alkaline-earth element in
the sample. Since the concentration of Ca in the samples could be poten-
tially high, this element was determined by ICP-MS with conventional
pneumatic nebulization. Whereas the cachaga and vodka samples were
proven to have Ca below 3 mg L™, the concentration of Ca in sweet ver-
mouth was found to be higher than 12 mg L™, suggesting that signal
suppression for Te in this sample would potentially hinder the determi-
nation of the referred analyte.

3.5. Determination of Co, Ni and Te in alcoholic beverages

Three distinct calibration approaches were evaluated as to their abil-
ity to provide accurate results for the three analytes in the samples,
which include calibration against aqueous standards, calibration against
ethanol solutions and analyte addition calibration, performed using
each of the samples. In all cases, acetic acid and formic acid were
added up to a combined concentration of 15% v/v and the resulting cal-
ibration solutions were submitted to the same PVG protocol as the
samples.

The first observation was derived from the matrix-matched calibra-
tion solutions, using ethanol as a major component. Surprisingly, this
combination has led to plasma instability, which severely affected the
precision of the measurements. Hence, matrix-matching calibration
was ruled out, and the remaining studies involved analyte addition cal-
ibration and external calibration against aqueous standards.

The calibration studies involving Co have shown that the sensitivity
obtained using analyte addition calibration was very similar for all sam-
ples, although they all were significantly higher (about a factor of six)
than the sensitivity obtained from calibration against aqueous stan-
dards submitted to the PVG procedure. In this case, it is clear that a gen-
eral matrix effect is responsible for the discrepancies observed, which
may arise from the ethanolic matrix itself, and analyte addition is the
most adequate calibration approach.

For Ni, calibration curves obtained using aqueous standards submit-
ted to PVG provided the same sensitivity as those obtained from analyte
addition calibration for sweet vermouth and cachaca samples. However,
the same effect was not observed for the vodka sample, since the sensi-
tivity was approximately 30% higher using analyte addition calibration,
demonstrating substantial matrix effect deriving from this sample. Al-
though calibration against aqueous standards could have been used
for the analysis of cachaga and sweet vermouth, analyte addition cali-
bration provided adequate accuracy for all samples, and was adopted
for the quantification of Ni.

For Te, the sensitivities obtained from analyte addition calibration
curves for sweet vermouth and cachaca were different by approximate-
ly 30%. Analyte addition calibration curve obtained for the vodka sample
resulted in significant sensitivity gain when compared to the other two

samples. The highest sensitivity was obtained with calibration against
aqueous standards. Since the efficiency of the PVG process for Te was
demonstrated to be significantly dependent on the presence of Ca and
this element is present in mg L~ levels in all samples, the lower sensi-
tivity obtained from analyte addition calibration was already expected.
The dependence of the sensitivity for Te on Ca concentration is such
that the order of sensitivity obtained from analyte addition calibration
followed the exact same order of Ca concentration in the samples, i.e.,
the sample with a higher Ca concentration (sweet vermouth) provided
the lowest sensitivity amongst the other analyzed samples, whereas the
sample with a lower Ca content (vodka) provided the highest sensitiv-
ity. This leads to the assumption that analyte addition calibration is
mandatory for the quantification of Te.

3.6. Figures of merit and analytical application

The figures of merit obtained for the determination of Co, Ni and Te
are shown in Table 2. Considering a relative sample introduction effi-
ciency of 2% for pneumatic nebulization (PN), direct comparison of the
detection limits obtained using PN and CVG suggests that the relative
efficiencies of PVG are approximately 70% for Ni, 18% for Co and 5% for
Te, i.e., superior to those obtained using a conventional nebulization
setup, which directly impacts on the LOD achieved upon adoption of
the PVG procedure.

In order to verify the accuracy of the PVG procedure, all samples
were analyzed in parallel by ICP-MS with conventional pneumatic neb-
ulization, following microwave-assisted sample digestion in a mixture
of HNO5 and H,0,. Data in Table 3 show that the limits of quantification
obtained by PVG-ICP-MS (calculated as 10 times the standard deviation
of 10 blank measurements) are 3 to 35 times lower than those obtained
using sample digestion and conventional analysis using a pneumatic
nebulizer, which is largely due to the fact that in PVG-ICP-MS samples
are analyzed without significant dilutions, since the matrix is readily
separated from the analytes in a gas-liquid separator, following the
photochemical reaction.

A total of five samples of varied alcoholic beverages were analyzed,
and the results are shown in Table 3. As can be observed, good agree-
ment was obtained between the results deriving from the PVG-ICP-
MS procedure and those from conventional ICP-MS analysis, which
attests the good accuracy of the procedure, also verified by a paired t-
test at a 95% confidence level. The quantification of Te was only possible
in one of the samples, which was expected considering the low abun-
dance of this element. It is noteworthy that the presence of Te in alco-
holic beverages such as cachaga and vodka may derive from the
preparation of these beverages in copper appliances. Trace levels of Se
and Te are usually present in copper materials, and it can be assumed
that Te may be co-extracted with copper to the alcoholic medium. The
trace elemental concentration in sample “cachaca 3”, which originates
from an artisanal producer, is higher than for the other cachaga samples,
which are from major producers in Brazil.

4. Conclusions

Photochemical vapor generation coupled to ICP-MS has proven suit-
able for the determination of Co, Ni and Te in alcoholic beverages. The
procedure is fast and relatively simple, considering that it requires no

Table 2
Figures of merit obtained for the determination of Ni, Co and Te in alcoholic drinks by PVG-
ICP-MS.

Ni Co Te
Slope/L g~ 34 x 10° 22 x 10 24 x 10
R? 0.9990 0.9990 0.9932
LOQ photo-CVG/pg L~ 0.1 05 04
LOQ pneumatic nebulizer/ug L~ 35 45 12
RSD/% 4-12 5-15 6-14
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Table 3

Results obtained for the determination of Co, Ni and Te in alcoholic beverages by PVG-ICP-MS (direct analysis) or ICP-MS with pneumatic nebulization (digested sample); n = 3.
Samples Ni/ug L™ Co/ug L™ Te/ug L'

Photo-CVG Nebulizer Photo-CVG Nebulizer Photo-CVG Nebulizer

Cachaga 1 <0.1 <35 <0.5 <45 <0.5 <12
Cachaga 2 <0.1 <35 <05 <45 <05 <12
Cachaga 3 240 + 1.2 220+ 50 77+ 15 56 + 0.6 <0.5 <12
Sweet vermouth 40.1 + 1.1 445+ 7.7 148 £ 1.8 136 £ 45 <0.5 <12
Vodka 38+ 05 <35 0.7 4+ 0.01 <45 15 + 0.05 14 + 0.1

sample treatment and, hence, no expensive equipment for photochem-
ical vapor generation. Detection limits were significantly lower than
those obtained using conventional ICP-MS analysis following sample di-
gestion, which is largely due to the absence of significant dilution that
characterizes the PVG-ICP-MS procedure, since separation between
the analyte and the sample matrix can be accomplished by the latter
technique. In addition, estimated sample introduction efficiencies as
high as 70% could be achieved, which are significantly better than the
sample introduction efficiencies typically achieved using pneumatic
nebulizers. The possibility of expanding the application of this tech-
nique to many transition elements may represent a significant contribu-
tion to the traditionally adopted procedures for the determination of
trace elements with detection by ICP-MS.
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