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Vi
Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido uma metodologia para determinacdo de
zinco em matrizes aquosas utilizando processo de extracdo em fase solida (SPE)
em um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FI) acoplado a espectrometria de
absorcdo atbmica em chama (F AAS). O adsorvente utilizado para a pré-
concentracdo e extracao do zinco foi a resina quelante obtida pela imobilizacéo do
ligante sulfoxina via diazotizacdo da quitosana. As variaveis do processo foram
otimizadas pelo método multivariado usando planejamento fatorial completo (N =
2% + 1). Os fatores escolhidos foram pH da amostra, concentracdo do eluente
(HNO3), vazéo da amostra e vazao do eluente. A partir dos resultados obtidos e
usando analise de variancia (ANOVA) e probabilidade estatistica (p = 0,05) foi
construido o grafico de Pareto para determinar a significancia estatistica de cada
variavel. Verificaram-se significativas a vazao do eluente e pH da amostra. A partir
da matriz Doehlert fez-se uma otimizagdo final e obteve-se a superficie de
resposta. Com isso, os resultados obtidos foram vazéo da amostra de 4,2 mL min
! e vazao do eluente de 4,7 mL min™, pH da amostra de 7,8 e concentracdo do
eluente de 0,5 mol L. Determinaram-se os parametros analiticos de mérito, que
foram: limite de deteccdo de 0,8 pg L™ limite de quantificacdo de 2,5 pg L™, RSD
de 2,7 % (25,0 pg L™, n=8), faixa linear de trabalho de 2,5 - 75 pg L™, coeficiente
de correlacdo (R) de 0,99951 e fator de enriquecimento de 17,6. A frequéncia
analitica foi de 18 amostras por hora. Amostra de agua mineral proveniente de Rio
dos Bugres (Rancho Queimado-SC) foi analisada e a quantidade de zinco
presente ficou abaixo do limite de detec¢&o, sendo entdo a amostra fortificada com
10 pg L™ gerando uma recuperacéo na faixa de 85-93 %. Amostra certificada Nist
Bovine Powder Muscle 8414 (Zn 142 + 14 pg g*) foi analisada e obteve-se
resultado de 131,28 + 14 pg g'.Uma segunda amostra certificada, NIST
(SRM1643e), elementos tragcos em agua natural com concentracdo de zinco de

78,5 + 2,2 ug L™ foi analisada e obteve-se resultado de 70,52 + 1,44 pg L™.

Palavras-chave: Zinco, FI-F AAS, Matriz Doehlert.



1. INTRODUCAO
1.1- Importancia bioldgica do Zinco

O zinco € considerado um elemento traco essencial ao homem devido a sua
acdo como co-fator em mais de 200 enzimas e € necessario para producdo da
insulina®.

A deficiéncia do zinco é o mais importante estado patolégico envolvendo
metabolismo relacionado a um metal. Devido a multiplicidade de fun¢des do zinco,
com envolvimento de varios sistemas do organismo, a sua deficiéncia pode
manifestar-se com poucas alteracbes clinicas. Entre elas, uma leve anorexia,
alteracdo do paladar, reducédo da atividade fisica e pré-disposicao a infeccoes,
podendo, no entanto, ocorrer evolugdo para quadros clinicos mais intensos, com
retardo do crescimento e da puberdade, altera¢cdes imunoldgicas e anormalidades
neurossensoriais®. A ingestdo recomendada de zinco na dieta é de 8 mg/dia para
mulheres e de 11 mg/dia para homens®.

A suplementacédo excessiva de zinco (50 mg por dia) pode inibir a absorcéo
de cobre proveniente da dieta®. Além disso, a suplementacdo de 160 mg de zinco
por dia, durante 16 semanas, foi associada a reducdo da concentracdo de
lipoproteina plasmatica de alta densidade (HDL) em homens®.

Em concentracdes acima de 5,0 mg L™ confere sabor & 4gua e uma certa
opalescéncia a aguas alcalinas e pode precipitar a secre¢cdo da mucosa produzida
pelas branquias dos peixes, que morrem por asfixia.

1.2- Métodos analiticos para determinacédo de Zinco

Diversos métodos sdo utilizados para determinacdo de zinco. A
espectrometria de absorcdo atbmica em chama (F AAS), espectrometria atbmica
em forno de grafite (GFAAS), espectrometria de emissdo atdmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-AES) ou voltametria sdo comumente usados. Os

limites de deteccéo para zinco sao reportados como sendo, geralmente, 8,0 ng



mL™ para o F AAS, cerca de 1 ng mL™ para GFAAS e 0,05 — 1,3 ng mL™ para
ICP-MS®.

Espectrometria de absor¢cédo atdémica oferece muitas vantagens, como por
exemplo, alta frequéncia analitica, baixo custo operacional, alta precisdo e
seletividade. Em contra partida esta técnica tem alguns inconvenientes como
interferéncia quimica da matriz da amostra e alto limite de deteccédo (baixa
sensibilidade). Entretanto esses problemas podem ser resolvidos utilizando-se
algumas técnicas de pré-concentracdo, tais como precipitacdo, extracdo liquido-
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liquido (LLE) e extracdo em fase sodida (SPE)' .

1.3- Extragcdo em fase solida em um processo continuo

A SPE, técnica de preparacdo de amostra utilizada neste trabalho, além de
pré-concentrar a amostra, ainda elimina os interferentes da matriz*?. As vantagens
da SPE sobre a LLE séo a facilidade de uso, alto fator de pré-concentragédo e
flexibilidade na escolha do melhor sorvente para o analito a ser determinado.
Entretanto, existem também alguns inconvenientes, como perda de seletividade
devido a pré-concentracdo de outros metais presentes na amostra, que Sao
minimizados pela alta seletividade da técnica utilizada (F AAS).

O procedimento convencional, fora de linha, para pré-concentracdo e
separacao, embora eficiente, é geralmente demorado e laborioso, requer grandes
quantidades de amostra e reagentes e também € susceptivel a contaminacdo e
perda de analito. A busca de alternativas para diminuir o impacto ambiental
sugerem que técnicas como injecdo em fluxo'® possuem muitas qualidades, entre
elas um baixo consumo de reagentes produzindo um minimo de rejeitos™*.

Sistemas on-line com SPE tem envolvidas duas etapas: uma de pré-
concentracdo e outra de eluicdo. Uma variedade de materiais como resinas

71518 trocadores de fons, silica funcionalizada®™’, alumina

quelantes poliméricas
ativada, carvao ativado, fulerano e espuma de poliuretano (PUF), tem sido
empregadas em SPE com deteccdo espectrométrica’.

A Tabela 1 mostra uma comparacao entre alguns procedimentos propostos

para pré-concentracdo de zinco usando extracdo em fase solida.



Tabela 1 - Comparativo entre sorventes utilizados na SPE para pré-concentracao

de zinco’.
Sorvente Amostra EF f(h") LD (ug LY R.S.D (%) Deteccéo
SilicaC18  Agua do mar 60 30 0,5 6,5 F AAS
PUF Agua natural 15 17 0,85 6,0 F AAS
Nb205-SiO2 Sangue 77 27 0,77 15 F AAS
Chelex-100  Agua natural 50 6 - - F AAS
Chelex-100 - 50 60 0,04 3,2 F AAS
CPG-8Q - 87 60 0,03 2,6 F AAS
Silica DPTH  Agua do mar 40 1,7 ICP-OES
Amberlite i
Agua natural 60 12 0,030 - ICP-OES
XAD-2
Agua natural
CPPI i
e agua da 49 20 0,08 4,0 ICP-OES
torneira
PUF Matrizes )
o 8 20 0,9 1,2 Espectrofotometria
bilologicas
Silica C18 Preparacoes )
. - 45 10 3,3 Espectrofotometria
farmacéuticas
PUFMe-  Aguanatural 23 48 0,37 59 F AAS
BTABr
EF. Fator de enriguecimento; f. Frequéncia analitica; CPPI, (isocianato

poli(etilenimino)poli(metilenopolifenileno) carboximetilado); PUF, Espuma de poliuretano; DPTH,
1,5-bis(di-2-piridilmetileno tiocarbonohidrazina); F AAS, espectrometria de absorcdo atdbmica em

chama; ICP-OES, espectrometria de emisséo 6tica com plasma indutivamente acoplado.

1.3.1 - Sorvente utilizado na SPE

O &cido 8-hidroxiquinolina 5-sulfénico, também conhecido como sulfoxina, €

um ligante que tem como caracteristica possuir nitrogénio basico e grupos



fendlicos, os quais sdo o0s sitios responsaveis pela complexacdo dos ions
metalicos através da formac&do de um anel quelato. A resina quelante obtida pela
imobilizacdo do ligante sulfoxina via diazotizagdo da quitosana (Figura 1) foi
utilizada como sorvente para a pré-concentracdo e extracdo do zinco™. Essas
resinas quelantes possuem grupos funcionais quimicamente ligadas a uma matriz
polimérica.

A formacdo dos quelatos na fase sélida pode ser afetada por diferentes
fatores, como a atividade quimica do grupo complexante, a natureza fisica da

matriz polimérica, a carga do ion hidratado e o pH da solucéo.

Figura 1 - Modelo estrutural da impregnacao do ligante sulfoxina nas microesferas
de quitosana.

1.4- Uso da estatistica para a otimizacdo do método

Os meétodos propostos pela quimica analitica sdo otimizados de forma
univariada, onde uma varidvel € otimizada de cada vez. Desta forma esse

processo requer um grande numero de experimentos, tornando a otimizagcao mais
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onerosa. Procedimentos envolvendo otimizacdo multivariada exigem menor



quantidade de experimentos e resultam em melhores resultados. Aléem disto, eles
fornecerem uma correlacdo do comportamento de cada variavel estudada em
funcdo das demais.

O planejamento fatorial completo € uma das técnicas quimiométricas mais
freqientemente aplicadas em otimizacdo multivariada. Tem sido usado para
avaliacdo preliminar da significancia de variaveis. O numero de experimentos (N)
requeridos para isto é calculado como (N = 2¥), ou (N = 2 +1) caso utilize-se de
ponto central, onde k € o nimero de variaveis a serem otimizadas. E comum a
utilizacdo em conjunto de outra ferramenta da otimizacdo multivariada, a matriz
Doehlert. Este é um planejamento uniforme proposto por Doehlert em 1970 que
tem sido muito usado em otimizacdo de duas variaveis. Ela consiste de um ponto
central e seis pontos formando um hexagono, situado em um circulo™*’*°. Como
resultado final obtém-se uma superficie de resposta que representa o sinal obtido
em todas as combinacdes possiveis das variaveis dentro do planejamento fatorial
estudado™*"%.

Neste trabalho foi utilizado um modelo experimental de dois niveis completo
e matriz Doehlert para a otimizacdo das variaveis que afetam a pré-concentracédo
de zinco em amostras aquosas utilizando espectrometria de absorcdo atdmica em
chama. Esta metodologia foi baseada na sor¢cdo de Zn no sorvente resultante da

imobiliza¢éo do acido 8-hidroxiquinolina 5-sulfénico em microesferas de quitosana.



2. OBJETIVO

2.1- Objetivo Geral

Uso da resina quelante obtida pela imobilizacdo do ligante sulfoxina em

microesferas de quitosana para determinacéo de zinco em amostras aquosas.

2.2- Objetivos Especificos

- Elaborar um método de alta sensibilidade e frequéncia analitica para

determinagao de zinco em amostras aquosas;

- Otimizar, através de andlise multivariada, as variaveis operacionais do

sistema de pré-concentracao;

- Determinar os parametros analiticos de mérito e validar o método proposto.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Instrumentacao

Um espectrometro de absorcdo atdmica Varian SpectrAA 50 (Varian,
Victoria, Australia), equipado com atomizador em chama, lampada de catodo oco
(Hitachi HLA- 4S) e corretor de fundo lampada de Deutério foi usado para a
determinacao de zinco. As leituras de absorvancia foram obtidas em area de pico
e foram realizadas conforme as condi¢cbes operacionais mostradas na Tabela 2.
Uma bomba peristaltica da Ismatec - IPC, dotada de 8 canais e provida de tubos
de Tygon® foi usada para bombear todas as solucbes nas etapas de pre-
concentracao e eluicao.

A digestdo do material de referéncia certificado via digestdo &cida auxiliada
por microondas foi realizada em um forno de microondas MLS-1200 MEGA
(Milestone, Sorisole, Italia), usando um programa recomendado pelo fabricante de
cinco etapas. 2 minutos a 250 W, 2 minutos a 0 W, 6 minutos a 250 W, 5 minutos

a 400 W e 5 minutos a 650 W, seguido por 5 minutos de ventilacao.

Tabela 2 - Parametros operacionais do espectrometro de absor¢cdo atdmica em

chama.

Parametro

Comprimento de onda (nm) 213,9

Corrente da lampada (mA) 5

Largura da fenda (nm) 1
Altura do queimador (mm) 7,5
Vazao de acetileno (L min™) 1,5
Vazao de ar (L min™) 10

Taxa de aspiracéo (mL min™) 4,5




3.2- Reagentes

Todas as solugbes foram preparadas empregando-se agua deionizada
proveniente de um sistema de purificacao de agua Milli-Q® da Millipore® (Bedford,
MA, USA). Todos os reagentes usados foram de grau analitico. Toda a vidraria de
laboratério foi lavada com detergente neutro, mantida durante uma noite em
solucao de &cido cloridrico 10% (v/v) e a seguir enxaguada com agua deionizada.

Solucdes de trabalho foram preparadas no dia de sua utilizagédo, a partir de
diluicdes adequadas de uma solucdo estoque de zinco 2000 mg L™ (Fluka, Suica).

Solugdes do tampédo acetato foram preparadas pela mistura de acido acético
2 mol L e acetato de sédio 2 mol L™ nas proporcdes adequadas. Solucdes
tamp&do Sorensen foram preparadas pela mistura de Na,HPO,4 0.084mol L™ e
KH,PO,4 0.067mol L™ nas proporcées adequadas. A concentracdo do tamp&o nas
solucdes foram de 0,001mol L™,

Solucdo de &cido nitrico utilizada como eluente foi preparada pela diluicdo de
acido nitrico concentrado (Merck, Darmstadt, Alemanha) em agua.

Amostra de agua mineral comercial proveniente de Rio dos Bugres, Rancho
Queimado-SC, material de referéncia certficado NIST 8414 Bovine Powder Muscle
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) e
material de referéncia certificado NIST (SRM 1643e), elementos tracos em agua

natural foram utilizados para verificar a exatiddo do método proposto.

3.3- Sistema de pré-concentracédo em fluxo

A resina quelante obtida pela imobilizacdo do ligante sulfoxina via
diazotizacéo da quitosana® foi aplicada em um sistema de pré-concentracdo em
linha. O sistema FIA € composto de uma bomba peristaltica, quatro valvulas
solendides de trés vias e uma mini-coluna de Teflone, preenchida com 100 mg do
material adsorvente, que foi acoplada ao espectrometro de absor¢cdo atbmica com
chama, conforme mostra a Figura 2. A mini-coluna, com 110 mm de comprimento
e 3 mm de diametro interno, foi preenchida em ambas extremidades com |a de

vidro, para evitar perda do sorvente, resultando em um comprimento Gtil de 75



mm. As quatro valvulas solendides de trés vias foram acionadas por um programa
de computador escrito em Quick BASIC 4.5. As etapas de adsorcdo e dessorcao
dos analitos, no sistema de pré-concentragdo em linha, foram controladas por
tempo.

O sistema de pré-concentracdo em linha foi otimizado pelo método

multivariado®*’-?°

, com a finalidade de determinar as condi¢cdes quimicas e de
fluxo 6timas para o analito em estudo. Na etapa de adsor¢cdo do analito pelo
material adsorvente contido na mini-coluna (Figura 2A), a valvula V; foi acionada,
e as demais permaneceram desligadas. A solucdo de trabalho flui através da
valvula Vi;, mini-coluna e valvula V,, respectivamente, sendo o efluente
descartado. Neste estagio, ocorre a troca iénica na mini-coluna. Ao mesmo tempo
o eluente, uma solugdo de HNO3, € bombeada para o seu préprio frasco através
da linha de retorno.

Na etapa de dessorcao do analito ligado aos sitios ativos do material extrator
(Figura 2B), a valvula V; foi desligada e as valvulas V2, V3 e V4 foram acionadas
pelo programa do computador. O eluente, uma solucdo de HNO; 1 mol L*
percolou pelas véalvulas V,, V3 e mini-coluna, respectivamente. O eluato, que é o
eluente mais o analito, ao passar pela valvula Vg, foi introduzido diretamente no
sistema nebulizador-queimador do espectrometro. O fluxo do eluente passou pela
mini-coluna no sentido inverso ao fluxo da solucdo de trabalho. As leituras dos
sinais analiticos foram realizadas como area de pico. Como a linha de base
variava com o decorrer do tempo, a leitura do branco era realizada previamente a

cada medida. Todas as andlises foram feitas em duplicata.
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amosira

amosira

cluente

bornba peristatiica

Figura 2 - Sistema de pré-concentracdo em linha. (A): etapa de pré-concentracao

e (B): etapa de eluicdo. V: valvula, L: via aberta, D: via fechada, MC: mini-coluna

contendo o adsorvente, R: retorno do fluxo da amostra ou eluente. Circulo

hachurado: vélvula ligada

e

circulo

em branco:

valvula desligada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Caracteristicas operacionais do sorvente utilizado

O sorvente utilizado é relativamente instavel em altas vazdes (acima de 6,5
mL min™), principalmente com o aumento da forca ibnica, causando
entumescimento excessivo e consequente perda de carga na coluna. Martins e
colaboradores™ propuseram a passagem de etanol pela coluna a cada ciclo
analitico. No entanto uma alternativa a esse procedimento foi aumentar o volume
morto da coluna, permitindo uma melhor acomodacdo do sorvente quando
entumescido, evitando assim a perda de carga excessiva na coluna. Esse
procedimento alternativo garantiu a reprodutibilidade da vazdo e com isso também
a do sinal analitico, que se apresentou com desvio padrdo de 2,5% (100 pug L™, n
=10).

4.2- Otimizacao das variaveis de pré-concentracao

Primeiramente, foram realizados testes preliminares para verificar o
comportamento da adsor¢cdo do zinco no sorvente, baseados em estudos feitos
por Martins e colaboradores™, garantindo assim um bom sinal analitico. A
otimizagdo do sistema em linha foi feita pelo método multivariado usando
planejamento fatorial completo (N = 2¢ + 1, com k = 4, onde: N = nimero de
experimentos e k = ndmero de varidveis estudadas no processo). As quatro
variaveis escolhidas foram: concentracédo do eluente (HNO3), vazao da amostra e
eluente e pH da amostra. O 17° experimento foi possivel pois todas as variaveis
sdo quantitativas, possibilitando o uso de um ponto central, onde todas as
variaveis sdo estudas em seus valores médios, minimizando erros através de um
melhor ajuste da funcdo. Na Tabela 3 estdo dispostos os niveis minimos e

méaximos utilizados para realizar os 17 experimentos.
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Tabela 3 - Niveis usados no planejamento fatorial das variaveis envolvidas na preé-

concentracdo do zinco.

Variavel Minimo (-) Maéaximo (+) Ponto Central
pH da amostra 4,0 8,0 6,0
Vaz&o da amostra (mL min™) 4,2 6,2 5,2
Vazdo do eluente (mL min™) 4,2 6,2 5,2
Concentracéo do eluente (mol L™) 0,5 15 1,0

Na Tabela 4 estdo dispostos 0s experimentos e a média da resposta

analitica (absorvancia), que foi realizada em duplicata.

Tabela 4 - Valores experimentais utilizados durante a otimizagdo multivariada das

variaveis envolvidas na pré-concentracao do zinco.

Concentracdo Vazaoda  Vazédo do

pH da Absorvancia
Ensaio do eluente amostra eluente _ Absorvancia
amostra 1 _ _ integrada _
(mol L™) (mL min™) (mL min™) integrada
1 4 0,5 4,2 4,2 0,1602 0,1696
2 4 0,5 4,2 6,2 0,1079 0,1214
3 4 0,5 6,2 4,2 0,1527 0,1474
4 4 0,5 6,2 6,2 0,1064 0,1039
5 4 15 4,2 4,2 0,1026 0,1201
6 4 15 4,2 6,2 0,0818 0,0800
7 4 15 6,2 4,2 0,1037 0,0923
8 4 15 6,2 6,2 0,0632 0,0475
9 8,0 0,5 4,2 4,2 2,3854 2,3342
10 8,0 0,5 4,2 6,2 1,8404 1,8400
11 8,0 0,5 6,2 4,2 2,4415 2,3979
12 8,0 0,5 6,2 6,2 1,8580 1,8475
13 8,0 15 4,2 4,2 2,3316 2,2899
14 8,0 15 4,2 6,2 1,8338 1,8027
15 8,0 15 6,2 4,2 2,1997 2,2115
16 8,0 15 6,2 6,2 1,6789 1,6974
17 (Ponto

6,0 1,0 5,2 5,2 0,8283 0,8379

Centralz ’
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A faixa de pH foi escolhida de acordo com estudos realizados com a resina
qguelante obtida pela imobilizacdo do ligante sulfoxina via diazotizacdo da
guitosana para outros metais.

A partir dos resultados obtidos e usando andlise de variancia (ANOVA) e
probabilidade estatistica (p= 0,05) foi construido o grafico de Pareto para
determinar a significancia das varidveis e suas interacdes no sistema. Como
condic¢des iniciais do sistema FI-F AAS utilizou-se volume de amostra igual a 10
mL com concentrac&o de zinco igual a 100 pg L™ (1,53x10° mol L™)

A Figura 3 ilustra o grafico de Pareto, onde sdo observadas as variaveis e

suas significaAncias estatisticas.

I
(1)pH i 71,504
(4)Vazéo Eluente i -10,43
pH + Vazao eluente | | -8,75
!
(2)Conc. Eluente | i|-2,99
:
Conc. Eluente + Vazdo amostra :—1,40
:
pH + Conc. Eluente} Ir1,12

:

(3)vVazéo Amostra t I+,96
:

pH + Vaz&o amostra | -5,52
|

Conc. Eluente + Vazao eluente ,:88

|

Vazao Amostra + Vazao Eluente -5,29
)

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Figura 3 - Grafico de Pareto para otimizacdo das condi¢cdes de pré-concentracao

de zinco em amostras aquosas utilizando absorvancia como resposta

analitica; efeito padréo das diferentes variaveis.

Foi definido como sendo estatisticamente significativas as variaveis pH e

vazao do eluente, assim como a interacdo entre o pH e a vazado do eluente. Por
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possuir uma significancia estatistica pequena e negativa quando comparado com
o pH e vazéo do eluente, a concentracdo do eluente foi mantido constante, em seu
valor minimo (0,5 mol L™) para aumentar o tempo de vida (til do material sorvente
e também economia de eluente. A vaz&o da amostra foi mantida em seu valor
minimo, (4,2 mL min™) para uma maior estabilidade do sistema em detrimento da
freqUéncia analitica.

A otimizacgéo final das variaveis pH e vaz&o do eluente foi realizada através
do uso de matriz Doehlert. Os 7 experimentos feitos em duplicata requeridos pela

matriz Doehlert sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Matriz Doehlert utilizada na otimizacdo do pH da amostra e da vazao
do eluente para obtencao da superficie de resposta na determinacao

de zinco em amostras aquosas por FI-F AAS.

' Vazao do eluente Absorvancia
Ensaio pH
(mL min™) Integrada

1 6,5 4,7 1,7538
2 7,0 5,2 1,9567
3 7,0 4,2 2.06

4 7,5 4.7 22711
5 8,0 5,2 22143
6 8,0 4,2 2.241
7 8,5 4,7 2,0512

A partir dos resultados obtidos com a matriz Doehlert gerou-se uma

superficie de resposta regida pela equacao 1:

Z = -25,859 + 5,497 . pH + 2,87 » VE — 0,343 < pH? — 0,035 . pH - VE — 0,277 - VE? (Eq 1)

Onde pH é o pH da amostra e VE € a vazao do eluente. As condi¢des 6timas

foram extraidas da superficie de resposta, no ponto onde a absorvancia tem seu
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maximo valor. O planejamento Doehlert demonstrou que as condi¢des 6timas para
um maximo de absorvancia, a partir da superficie de resposta, foram pH igual a
7,8 e vazdo do eluente igual a 4,7 mL min™. A Figura 4 mostra a superficie de
resposta utilizada para otimizacgéao final do sistema FI-F AAS.

30 Surface Plot (NEW.STA 10w 17 )
Z=-20,859+5 4977t 2 87 -0, 539537 -0, 035 -0, 27 TRy

Bl 1752
B .20
Bl 1,256
3 41.208
[ 196

] z.013
@ 2065
B 2117
Bl z. 160
 zz2
Il above

Figura 4 — Superficie de resposta obtida a partir da matriz doehlert para a
otimizacdo do pH da amostra e da vazdo do eluente na

determinacao de zinco em amostras aquosas por FI-F AAS.

4.3- Estudo da variacdo do sinal versus volume de amostra

Utilizando-se as condigOes otimizadas fez-se um estudo da variacdo do sinal
analitico em relacdo ao volume de amostra passada pela coluna durante a etapa
de pré-concentracdo. Fixada a vazao de amostra, pode-se controlar o volume que
percola através da coluna de acordo com o tempo de pré-concentracao.

A variacéo do sinal analitico em funcé@o do volume de amostra pode ser visto
na Figura 5. Demonstrou-se que com o0 aumento do volume ocorre um aumento
linear do sinal analitico, na faixa de volume estudado, o que significa que a coluna

ainda ndo estd saturada e, em detrimento da frequéncia analitica, podemos



16

aumentar a sensibilidade do método apenas aumentando o volume de amostra a

ser pré-concentrada.

0,5_ //

0,4 -

0,3 .

0,2 o=

Absorvancia
\

0,1 - -

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Volume de amostra (mL)

Figura 5 - Gréfico do estudo do volume de solucdo de zinco 10 pg L™ a ser pré-
concentrada. (CondicGes utilizadas: pH igual a 7,8; vazdo da amostra
igual a 4,2 mL min®; vazdo do eluente igual a 4,7 mL min™;

concentracdo do eluente igual a 0,5 mol L™).

N&o houve necessidade de estudar até a saturacdo da coluna, pois um
aumento exagerado do volume de amostra a ser pré-concentrada tornaria o

método inviavel devido a baixa frequiéncia analitica.

4 .4- Parametros analiticos de mérito

ApoOs a otimizacdo do processo obteve-se os parametros analiticos de mérito.

Os resultados podem ser vistos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Parametros analiticos de meérito para determinacdo de zinco em

amostras aquosas utilizando SPE e sistema FI-F AAS.

Limite de deteccdo (n=14) 0,8pug L™
Limite de quantificagéo (n=14) 2,5ug L?
RSD (25,0 ug L™, n = 8) 2,7 %
Faixa linear* 25-75ugL*
Coeficiente de correlacéo (R) 0,99951
Fator de enriquecimento (EF) 17,6
Frequéncia analitica** 18

* Faixa linear de trabalho estudada ** amostras por hora

A curva de calibracdo foi obtida usando as condi¢cdes otimas de pré-
concentracdo. A equacao é dada por A = 0,01523 + 0,01986C, na qual A
corresponde a absorvancia e C corresponde a concentracdo de zinco na amostra
(ug L. O limite de deteccdo (LOD) foi calculado como sendo 3c/a, onde o
representa o desvio padrédo do branco e o representa o coeficiente angular da
curva de calibracdo, ja o limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado como sendo
10c/a enquanto que a precisdo do método foi calculada como sendo o desvio
padrdo relativo de 8 medidas consecutivas em concentracdo de 25,0 pg L™ de
zinco.

Para o célculo do fator de enriquecimento foi feito uma curva de calibragcédo
sem pré-concentracdo, a qual pode ser representada pela equacdo A= 0,07582 +
1,12778C (R = 0,99675, N = 5) obtida para uma faixa linear de 50 a 1750 pg L™*.0
fator de enriquecimento foi calculado como sendo a razdo entre os coeficientes

angulares das curvas de calibragdo com e sem pré-concentracao.
4.5 - Estudo de interferentes na pré-concentragao

Com as condi¢cdes oOtimas de trabalho e um volume de 10 mL de uma

solucdo de zinco 100 pg L™ foi estudado o efeito da presenca dos fons Ca?*,
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Mg?*, Na*, K*, Cu* Fe* e AP, na concentracdo de 10“mol L™, sobre a pré-
concentracdo de zinco.

Geralmente o0 estudo de ions interferentes é feito univariadamente,
adicionando a solucao de trabalho uma concentracdo conhecida de apenas um
cation de cada vez. Desta forma o efeito de cada cation é medido individualmente.
Esse estudo, além de laborioso, ndo representa a realidade, onde diversos cations
estdo presentes simultaneamente. Por essa razdo nesse trabalho o estudo de
interferentes foi realizado através de andlise multivariada com planejamento
fatorial fracionado, (2’2 + 1) resultando um total de 17 experimentos.

A Figura 6 ilustra o grafico de pareto, onde sdo observadas os efeitos dos

interferentes estudados, bem como o efeito de suas interagdes no sinal analitico.

|-I13,76

@A) | :
Ca + Cu(ll)} . |3.95
(3)Na | |i—l,97
Ca + Al(IIN)f |51,97
@K | |11.90
Mg + K :Il,é:g
G)cu(ll) :|-1 1I2

w
[e¢]

Ca+K

(2)Mg
Ca + Mg

w
9

w
s

(1)ca
(6)Fe(lll)

.
TN

N
NS

Hij)

Ca + Fe(lll)

Ca+ Na -,076

I

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 6 - Grafico de Pareto para determinacdo da influéncia dos ions
interferentes estudados usando absorvancia como resposta

analitica.
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O gréfico de Pareto sugere que os fons Ca®*(4,00mgL™), Mg®*(2,43mgL™),
Na*(2,30mgL™), K*(3,91mgL™), Cu?*(6,35mgL™), e Fe*'(5,58mgL™) nao interferem
sobre a pré-concentracdo de zinco. O resultado deste estudo mostrou que 0s
mesmos nao interferem no sinal analitico na concentracéo estudada (10 mol L™).
Também sugere que, embora os fons Ca* e Cu®* ndo interfiram isoladamente,
guando presentes simultaneamente 0s mesmos geram um incremento significativo
no sinal analitico.

1**(2,70mgL™") exerce uma grande influéncia sobre a

Foi verificado que o ion A
pré-concentracdo de zinco. O sinal analitico é severamente suprimido na presenca
deste fon, na concentracdo estudada. Entretanto a concentracdes do ion A** em

amostras reais sdo muito inferiores ao valor estudado®!??

e logo o ion ndo deve
interferir na pré-concentracdo de zinco nas mesmas. O valor méaximo de AI** em

aguas naturais, segundo a resolucéo 357 do CONAMA é de 1,0 mgL™.

4.6 - Determinacgao de zinco em amostra real

Na sequéncia determinou-se a quantidade de zinco em uma amostra de
agua mineral proveniente de Rio dos Bugres, Rancho Queimado-SC. A
concentracdo de zinco estava abaixo do limite de deteccdo do método proposto. A
amostra foi fortificada com 10 pg L™ e a recuperacéo resultou em uma faixa de 85-
93%.

4.7 - Validagao da metodologia

A andlise de amostra certificada foi feita para que o método proposto
pudesse ser validado. A Figura 7 representa a curva de calibracéo utilizada para

andlise de material de referéncia certificado de p6 de musculo bovino.
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Figura 7 - Curva de calibragdo para determinacdo de Zinco em material de

referéncia certificado de p6 de musculo bovino.

Os valores de absorvancia obtidos na leitura da amostra certificada sao

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de absorvancia obtidos para material de referéncia certificado

de p6 de musculo bovino

Ensaio Absorvancia
1 0,1244
2 0,1257
3 0,1297
4 0,1338

Os resultados foram submetidos ao teste Qg Sendo todos aceitos. O

préximo passo foi converter o valor encontrado no valor real, considerando as
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diluicbes feitas na amostra. Os resultados obtidos com intervalo de confianca da

média de 95% foram comparados com os valores do material de referéncia

certificado, NIST 8414 Bovine Powder Muscle, com concentragdo de zinco igual a

142 + 14 ug g™, obtendo-se 131,28 + 14 ug g ™.

A Andlise de um segundo material de referéncia certificado, desta vez de

agua natural foi também realizada. A Figura 8 mostra a curva de calibracédo

utiizada para determinar zinco no material de referéncia certificado de agua

natural.

Absorvancia

0,7 -
4 //-//
0,6 ///
] o
0,5 - .
0,4 - > Y = A + BX
. _ A =0,05632
0,3 .l B =0,01695
] rd R = 0,99937
0,2 - //
0,14
IS
010 T T T T T T T T
0 10 15 20 25 30 35 40

Concentracdo de Zinco (ug L™

Figura 8 - Curva de calibragdo para determinacdo de Zinco em material de

referéncia certificado de agua natural.

Os valores de absorvancia obtidos na leitura da amostra certificada sdo

mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de absorvancia obtidos para material de referéncia certificado

de agua natural.

Ensaio Absorvancia
1 0,5292
2 0,5295
3 0,5371
4 0,5418

Os resultados foram submetidos ao teste Qgoy Sendo todos aceitos. Em
seguida considerou-se a diluicdo feita na amostra para encontrar o valor real da
amostra. Os resultados obtidos com intervalo de confianga da média de 95%
foram comparados com os valores do material de referéncia certificado, elementos
tracos em agua natural, NIST (SRM 1643e), com concentracdo de zinco igual a
78,5+ 2,2 ug L™, obtendo-se 70,52 + 1,4 pg L™,
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5. CONCLUSAO

O uso do sistema FI-F AAS mostrou-se eficaz, aumentando a sensibilidade
sem onerar a frequiéncia analitica, que € uma das principais vantagens do F AAS.
O método de otimizacdo multivariada apresentou bons resultados, fornecendo as
condi¢des 6timas de trabalho em um numero reduzido de experimentos quando
comparado com a otimizacdo univariada, poupando reagentes e tempo.

O método apresentou freqiiéncia analitica adequada. O limite de deteccéo e
0 RSD obtidos sdo comparaveis aos valores encontrados na literatura ’ (tabela 1).

Observando a tabela 6 verifica-se um fator de enriquecimento menor que o
da média da literatura. Entretanto para se comparar a sensibilidade de dois
métodos temos que levar em conta, além do fator de pré-concetracédo, o erro entre
as medidas. O parametro que fornece uma relacéo entre o sinal analitico e o erro
€ 0 LOD, e este apresentou-se comparavel a literatura.

O sorvente apresentou estabilidade e tempo de vida suficiente para
realizacdo de todo o trabalho sem que ocorresse perda de eficiéncia.

Por fim, os resultados obtidos em andlises de materiais de referéncia
certificados indicam que a metodologia proposta para determinacdo de zinco em

amostras aguosas apresenta boa exatidao.
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