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ABSTRACT

A method for the determination of As, Cd, Ni and Pb in human hair by
electrothermal atomic absorption spectrometry, using the Stabilized Temperature
Platform Furnace (STPF) concept is described. The proposed method uses
tetramethylammonium hydroxide (TMAH) to solubilize the biological sample, adding

500 UL of 25 % m/v TMAH to 125 mg of the sample. The results are compared to the
ones obtained by another procedure described in the literature, using dissolution in an
acid medium. The temperature program for the furnace was optimized for each
investigated analyte. The transient signals obtained for the analytical solutions were
very similar to the ones for the sample solution, making possible the calibration by the
analytical curve. The concentrations of As, Cd, Ni and Pb in the certified sample
(GBW 09101 from the Shangai Institute of Nuclear Research, China) were in
agreement with the certified values, except for Ni in the acid medium. Arsenic was not
determined in acid medium because its concentration was below the detection limit. In
the TMAH medium, the precision was better and detection limits were 0.35, 0.009,
0.14 and 0.47 Hg/g, respectively, close to the ones in the acid medium. Real samples
were propetly collected and washed, being submitted to the analysis in the TMAH
medium by ETAAS and in the acid medium by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), using pneumatic and ultrasonic nebulization. The results for
the real samples were compared to the reference ranges proposed in the literature. The
proposed method is rapid for the sample preparation, with low sample and chemicals
consumption, needs less glassware, is less prone to contamination and to losses of
volatile analytes and allows the quantification of Cd, Ni, Pb and probably of other non-
investigated analytes. For As, the method can only be applied to individuals exposed to

contamination by the metal.
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RESUMO

Apresenta-se um método para a determinagdo de As, Cd, Ni e Pb em
amostra de cabelo humano por espectrometria de absor¢io atomica em forno de
grafite (ETAAS) empregando o conceito STPF (Forno-Plataforma de temperatura
estabilizada). O método proposto emprega o hidroxido de tetrametilaménio (TMAH)
para a solubilizagdo da amostra biolégica, sendo que 125 mg da amostra sio
solubilizados com 500 ul. de TMAH 25% m/v. Os resultados sio comparados com os
obtidos por outro método descrito na literatura, que usa dissolu¢do em meio acido. O
programa de temperatura do forno foi otimizado para cada analito investigado. Os
sinais transientes, obtidos para as solu¢Oes analiticas, foram muito semelhantes aos da
amostra, o que possibilitou a calibracgio pelo método da curva analitica. As
concentragoes de As, Cd, Ni e Pb na amostra certificada (GBW 09101, proveniente do
Instituto de Pesquisa Nuclear de Shangai, China) foram concordantes com os valores
certificados, exceto para o Ni em meio acido. O As nao foi determinado em meio
acido, por ter a concentracio abaixo do limite de detec¢io. No meio de TMAH a
precisao foi melhor e os limites de detec¢ao para As, Cd, Ni e Pb foram de 0,35; 0,009;
0,14 e 0,47 pg/g respectivamente, ficando proximos aos obtidos no meio acido.
Amostras reais foram adequadamente coletadas e lavadas, sendo submetidas a analise
em meio de TMAH por ETAAS e no meio acido por espectrometria de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) via nebulizacio pneumatica e ultra-
sonica. Os resultados para as amostras reais foram comparados com intervalos de
referéncia propostos na literatura. O método proposto ¢ rapido na preparacao da
amostra, com baixo consumo de reagentes e¢ amostra, emprega pouca vidraria,
apresenta menor possibilidade de contamina¢do e perdas dos analitos mais volateis, e
permite a quantificagdo na amostras reais de Cd, Ni, Pb e provavelmente de outros
analitos nao investigados. Para o As, o método s6 ¢é aplicavel em individuos expostos a

contaminagao pelo metal.



1-INTRODUCAO

O primeiro caso de determinacao de elemento traco em cabelo humano foi
publicado por Hoppe, em 1858, quando determinou As no cabelo de um corpo
exumado, apds onze anos da morte. Quase 100 anos depois, em 1954, Goldblum
determinou anfetamina em pélos de uma porca guiné. Mas, a publicacao que realmente
mudou a situacdo foi a de Baugartner, que extraiu opiaceos do cabelo com metanol,
utilizando aquecimento num periodo de 2 h, com posterior evaporagdo e
reconstituicio do material para analise por radioimunoensaio (RIA). Foi o comeco de
uma longa histéria, na qual a analise de cabelo as vezes é glorificada e em outras vezes
condenada.!

Durante as dltimas décadas, a determinacao de elementos traco em cabelo
foi um assunto de interesse ininterrupto nas ciéncias biomédicas e ambientais. Tais
medidas podem ser usadas para avaliar o estado nutricional, diagnose, intoxicagao e
para monitorar a exposicao ambiental.> 3 O cabelo é um 6rgido excretor e o seu
conteido de elementos tragco reflete, de alguma maneira, o metabolismo desses
elementos no organismo,? sendo que mais de quarenta elementos podem ser
detectados no cabelo.* Esses elementos tém origem interna (endégenos) ou externa
(ex6genos). As concentragoes desses elementos no cabelo tém alguma relacio com a
sua concentracao em outros tecidos do mesmo organismo.?

Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas e da area de nutricao
na década de 1960, a analise de cabelo teve um grande avanco, gracas a facilidade de
determinagao. Assim sendo, muitos pesquisadores aplicaram estas analises para o
acompanhamento nutricional dos individuos. Esse interesse resultou, nas décadas
seguintes, em publicacGes de varios livros e na realizagdo de simposios especializados
sobre o assunto.*

A determinacdo de elementos trago no cabelo nao ¢ tao dificil quanto em
amostras de sangue e urina, e¢ apresenta algumas vantagens, tais como a maior
concentracao dos elementos e efeito de matriz bem menos relevante.> Geralmente,
parametros pessoais (sexo, peso, altura, idade, cor do cabelo, causa da morte, habito de
fumar, grau de urbanizacdo do bairro da residéncia de moradia, consumo de bebidas

alcoolicas, demora de tempo entre morte e autopsia e uso de refrigeracao do cadaver)



influenciam na concentracao dos elementos trago no cabelo.> % ¢ Por exemplo, o nivel
de Cd encontrado em estudos realizado na populagdo japonés, mostra que a
concentragao ¢, relativamente, mais alta para as pessoas mais idosas e de cabelo
grisalho, do que para a populagao mais jovem e de cabelos escuros.? A determinagao de
um elemento toxico nao essencial no cabelo, ¢ um indicador positivo de que o
individuo esteve em contato com este elemento.! Bozsai3 demonstrou, em seus
estudos aplicados a analise de cabelo humano, que a populacio de uma determinada
regido industrializada na Hungtria estava contaminada por As, e esta contaminagao era
proveniente da dgua consumida, sendo que a medida que aumentava a contaminagao
na agua, aumentava a concentracao de As no cabelo. Foi também constatado que o
problema era mais grave em criangas na faixa etaria de 3 a 6 anos de idade, nos cabelos
das quais foram encontrados acimulos mais elevados de As.

A intoxicagao por As resulta em necrose do figado, hepatite, encefalite,
nefrite, degradacao dos nervos e rins; o Cd ocasiona perda de peso, hemorragia,
rinofaringite, fibrose dos bronquios, efizema pulmonar e danos ao figado e rins, e o Pb
causa danos ao sistema nervoso central, cérebro, rins e sistema reprodutor. A analise de
elementos traco no cabelo ¢ utilizada pelo fato de que a concentragao dos elementos
no cabelo pode indicar a concentragao dos mesmos no organismo.’

Para um estudo de contaminagao populacional, algumas condi¢bes devem
ser cumpridas para a confiabilidade dos resultados das analises de cabelo, tais como:
amostragem representativa da populagdo; uso de técnicas unificadas; prevencao de
contaminac¢des da amostra; utilizagao de material de referéncia e emprego do controle
de qualidade nos procedimentos empregados entre os diferentes laboratérios.®

Varios laboratérios informaram que os niveis dos elementos trago, esta
diretamente ligado as condi¢cbes ambientais ou fisiologicas especificas do individuo.
Arnold ez al19, relataram que os exames de pessoas com exposi¢oes individuais, como
por exemplo, pessoas com obtura¢do dentiria de amalgama, apresentaram niveis mais
elevados de Hg no cabelo.

A aceitacao geral da analise do cabelo foi impedida pela falta de um
procedimento padrao para a amostragem e para o pré-tratamento da amostra, e de

técnicas analiticas adequadas para analise, assim como, pela inexisténcia de



procedimentos apropriados de garantia da qualidade analitica e pelas incertezas a
respeito do mecanismo, pelo qual os elementos trago siao incorporados no cabelo.?

Segundo Bozsai’, a exatidio e precisio das analises, deveriam ser
averiguadas, reproduzindo-se o procedimento analitico inteiro com os materiais de
referéncia, empregando nao menos de trés aliquotas para cada amostra certificada e 10
determinagdes para cada aliquota, ja que a escolha do método analitico também
influencia sobre os resultados.?

O intervalo de referéncia a ser aplicado a comparaciao dos resultados da
analise das amostras reais deve ser utilizado com cautela, uma vez que, a concentracio
dos elementos, muitas vezes, encontra-se na faixa de concentraciao de pg/g (ppm) ou
ng/g (ppb) e, desta maneira técnicas adequadas para tais medidas sio requeridas.
Miekeley e# all' relataram que muitos laboratérios informam o intervalo de referéncia
para a concentragao de elementos trago em cabelo humano utilizando a espectrometria
de emissdao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), que tem limites de
detec¢ao, muitas vezes, inadequados para medidas de concentragao de elementos trago
presentes nestas amostras. Os resultados obtidos por estes autores para um padrio de
cabelo humano, utilizando-se a técnica de espectrometria de massa com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), foram comparados aqueles obtidos por
outros laboratérios, por ICP OES. Foi observado que os valores de concentracdo
encontrados por ICP OES eram diferentes dos obtidos por ICP-MS. Em conclusio, os
autores sugerem reavaliar o intervalo de referéncia correto, uma vez que os intervalos
existentes na literatura estao em desacordo com os propostos por eles, onde, foram
amostradas 1091 pessoas com idade acima de 20 anos, empregando ICP-MS.!!

A analise de cabelo é bastante util para estudos de novas drogas, quando
um unico elemento, como As, é medido para diagnosticar uma hipotese especifica.’
Entre as varias aplicagoes da analise de cabelo, podem ser citadas: identificacio de
criminosos; monitoramento e avaliagio de exposicio a poluentes nocivos;
comprovacao do uso de drogas, investigacio em cadaver, avaliagio do consumo e
controle de viciados em centros de reabilitacao, avaliacao de candidatos a obtencao da
carteira de habilitacdo (Europa) e a empregos (USA).10.12

No Brasil, atualmente, a analise de cabelo ¢ solicitada principalmente por

médicos da 4area da medicina ortomolecular, para avaliar o estado nutricional



(clementos essenciais presentes em baixa ou alta concentra¢do) e possiveis
contaminacdes por metais pesados. Citam-se como exemplo os elementos Cr, Co, Cu,
Mn, Ni, Se, V e Zn, essenciais a0 organismo, mas que se estiverem presentes em
excesso podem provocar doengas ou até mesmo a morte. Doencas também podem
ocorrer se estes elementos nao estiverem presentes em quantidades suficientes no
organismo. Elementos tais como T, As, Sb, Bi e Hg nio sao essenciais, sendo sempre
indesejaveis em qualquer concentraco.’

O objetivo do presente trabalho, é o desenvolvimento de um método de
preparacio da amostra por hidrdlise alcalina utilizando TMAH, para posterior
determinacdo de elementos traco (As, Cd, Ni e Pb) por espectrometria de absor¢ao
atbmica em forno de grafite (ETAAS), empregando o conceito STPF (forno-
plataforma com temperatura estabilizada). Os resultados obtidos para uma amostra
certificada serdo comparados com os obtidos por outro método de preparagio da
amostra com 4acido, descrito na literatura.!l Amostras reais tratadas com 4cido serdo
analisadas também por ICP-MS. Os resultados obtidos para as amostras reais pelas
duas técnicas serdo comparados com os intervalos de referéncia propostos por

Miekeley et all!



2 - ASPECTOS FUNDAMENTAIS

2.1 - Coleta

A amostra de cabelo deve ser coletada na regido da nuca, area posterior
acima do pescoco, regido na qual, na maioria das vezes, se encontra cabelo, até mesmo
em pessoas calvas e é menos susceptivel as contaminagdes externas. Somente
segmentos de 0 a 10 mm a partir do couro cabeludo devem ser utilizados nas analises,
pois fornecem informagdes quanto a exposi¢ao do sétimo ao vigésimo primeiro dia
antes da coleta. As diferencas de pigmentacdes do cabelo sio devidas a variagao da
concentragao dos elementos, logo, nos cabelos com segmentos de cores diferentes,
estes devem ser amostrados separadamente. Os cabelos quando submetidos a
tratamentos, tais como os coloridos artificialmente, ndo devem ser coletados, pois
podem ter sido contaminados com alguns elementos ou também, o corante pode
remover elementos incorporados na estrutura do cabelo, alterando, assim, os valores
reais de concentracao para alguns elementos. Deve-se coletar, aproximadamente, de 0,5
g a1l g de cabelo, dependendo da técnica a ser empregada, utilizando instrumentos que
nao contaminem a amostra, tais como tesoura de polietileno, quartzo ou outro material
inerte, utilizando luvas e convenientemente estocando a amostra em frascos de

plasticos secos e limpos.>-> 912,13

2.2 — Lavagem

O processo de lavagem do cabelo ¢ empregado para separar elementos
traco internos (endogenos) dos externos (exégenos), com a finalidade de remover a
sujeira, poeira e outras contaminacOes que possam estar presentes na superficie do
cabelo. Chittleborough relata que a nio lavagem das amostras de cabelo humano ¢
adequada para investigagoes ambientais, mas nao ¢ apropriada para estudos biomédicos

ou historicos-metabdlicos do individuo.13. 14



A analise de solugdo feita a partir de cabelo submetido ao processo de
lavagem ¢é bem mais usual,” ja que a lavagem do cabelo tem por finalidade a remogao
de contaminantes externos sem que ocorra a remocao de elementos incorporados
durante seu crescimento, sendo que os diferentes métodos de lavagem apresentam
diferentes eficiéncias para os diferentes elementos.!>

Virios métodos de lavagem sao descritos na literatura’ e o desenvolvido
pelo IAEA (International Atomic Energy Agency) é bastante utilizado em varios
laboratorios. Neste método, uma quantidade de 0,5 g de cabelo ¢ lavada
sucessivamente com acetona, trés vezes com agua e novamente com acetona, e entre
cada lavagem, o cabelo é deixado coberto com o solvente, a temperatura ambiente e
sob agita¢iao, decantando-se o liquido entre cada lavagem e deixando-se o cabelo secar
durante a noite envolvido em papel filtro de grau cromatografico. Toro et al?
empregou este método de lavagem para as determinagoes de As, Cd, Cu, Hg, Pd, Se e
Zn.

O método desenvolvido por Miekeley e al!l, emprega a combinagiao de
solvente organico e detergente: uma aliquota de aproximadamente 300 mg da amostra
de cabelo ¢ lavada com 20 mL de acetona durante 10 minutos e, apos, ¢ enxaguada
com agua desionizada trés vezes. Posteriormente, a amostra ¢ lavada em trés etapas
com 20 mL de solugaio de EXTRAN® 1%, enxaguada varias vezes para remover o
detergente e, por fim, ¢ secada em estufa durante a noite a 60°C. Todas as lavagens sao
realizadas em banho ultra-sonico.

Alguns estudos comparativos entre os diferentes métodos de lavagem sio
reportados na literatura. Um trabalho recente foi realizado por Borella ef al',
comparando a eficiéncia da lavagem para os seis métodos mais utilizados e que estio
apresentados na Tabela 1, empregando um detergente i6nico, um nio idnico, um
agente quelante, um solvente organico, sonificacio e o procedimento recomendado
pela IAEA, ja citado acima, a fim de identificar o procedimento que permita a remogao
satisfatoria somente da contaminacio externa. Nove elementos foram selecionados
para este estudo de acordo com a importancia biolégica e concentragao, incluindo
elementos trago essenciais (Ca, Cu, K, Mg e Zn), dois elementos toxicos (Cd e Pb) e
dois elementos limitantes (Cr e Se), que em baixas concentra¢des sao essenciais e em

concentragoes mais elevadas tornam-se toéxicos. As conclusdes encontradas pelos



autores foram que os procedimentos de lavagem apresentam eficiéncias diferentes de
acordo com o tipo de elemento; os resultados obtidos no presente estudo, reportam
que o lauril sulfato de sédio mostrou-se o mais efetivo na remog¢ao de elementos trago
essenciais(Ca, Cr, Cu, Se e Zn), a acetona mostrou-se a mais efetiva para os elementos
mais toxicos e K, mas, no entanto, provoca contaminagoes de Cd e Se, e o EDTA ¢
muito agressivo, removendo elementos da estrutura do cabelo, tais como Ca, Cu, K e
Pb. No entanto, os detergentes parecem remover somente contaminantes externos,
logo um detergente niao ionico como o Triton X-100 é proposto como uma boa
alternativa no lugar da acetona, usado no método da IAEA. Suas vantagens praticas

sao as condi¢oes seguras de processamento, rapidez na aplicagao e reducao dos custos.

Tabela 1 - Comparacao dos procedimentos mais usuais de lavagem do cabelo

humano. Adaptada de Borella ¢z a/.1>

1 - Detergente nao iénico 2 — Detergente i6nico 3 — Agente quelante
Triton X-100 a 1% lauril sulfato de sédio a 1% EDTA a 5%
L 1 vez (1x) por 30 min ! 1x durante 30 min | 1x durante 30 min
filtracdo filtracio filtracio
1 1 1
enxaglie (agua) enxaglie (agua) enxaglie (agua)
1 1 1
secagem secagem secagem
4 — Solvente orgéinico 5 —Método IAEA 6 — Sonificagdo
acetona/metanol (1:1) acetona (1x) agua em um banho
| 4x durante 20 min (cada vez) agua (3x) ultra-sdnico
filtracdo acctona (1x) | 4x durante 5 min (cada vez)
! | durante 10 min (cada vez) filtracao
enxaglie (dgua) filtracao l
! ! enxaglie (dgua)
secagem enxaglie (agua) 1
1 secagem

secagem




2.3 - Solubilizagao

O cabelo é uma matriz relativamente simples de ser decomposta, e a
auséncia de gordura no cabelo facilita ainda mais a sua dissolucao. A digestao acida, em
copo aberto ou fechado, ¢ a mais utilizada e varios métodos sao descritos na literatura.’
Virios métodos sao descritos na literatura para a decomposi¢ao da amostra em meio
acido. Um método bastante interessante foi desenvolvido por Miekeley ez a/!l que
emprega acido nitrico e peroxido de hidrogénio, com baixo consumo de amostra, e é
um método que utiliza materiais relativamente simples e comuns em todos laboratorios
de quimica analitica, sendo que os detalhes estao apresentados no item 3.1.3.4.

A hidrélise alcalina ¢é raramente empregada para a determinacio de
compostos inorganicos no cabelo sendo, mais freqiientemente, empregada para a
determinagao de compostos organicos.> Ha um interesse crescente em se utilizar o
TMAH, o qual é fortemente alcalino, solivel em agua, complexa fortemente com
todos os metais, estabiliza elementos volateis, tais como Se, I, Hg, B e As e, desta
maneira, minimiza a perda, além de solubilizar bem tecidos animais. O TMAH ¢
utilizado nas industrias de semicondutores, sendo que o seu grau de pureza deve ser o
mais alto possivel. Desde que TMAH esteja disponivel em alta pureza, os brancos se
tornam insignificantes.!6-18

Entre os varios trabalhos que foram encontrados na literatura, empregando
a hidrolise alcalina para a solubiliza¢do de amostra de cabelo, citam-se os que seguem
abaixo, com alguns comentarios:

- Em 1976, Alder et al'® empregaram o TMAH para solubilizacio da

amostra, onde 0,7 a 1 g de cabelo foram adicionados de 3 mL de
TMAH a 25% m/v, avolumando a 10 mL com 4gua e determinacio de
Si, Co, Ni, Cr e Fe por ETAAS.

- Steven® também empregou o TMAH, sendo que a amostra de cabelo
foi colocada em tubo de polipropileno e adicionada de 2,0 mL de
solucdo aquosa de TMAH a 50 g/L, para cada 20 mg de cabelo; o frasco
foi fechado e colocado em estufa a 90°C por uma a duas horas, sendo
eventualmente agitado e, por fim, a amostra foi diluida em etanol a um

volume final de 10 mlL. Este método foi empregado para a



determinagao de Al e Cu por ETAAS e Zn por espectrometria de
absor¢ao atomica com atomizagao em chama (FAAS).

- Tsalev ez al?! propuseram o seguinte procedimento:

Uma amostra de aproximadamente 100 mg de cabelo foi colocada
em tubo de quartzo e foram adicionados 5 mL de solugdo aquosa de
TMAH 10% v/v, aquecendo por 30 min a uma temperatura de 70°C,
com eventual agitacio. Este método foi empregado para a
determinagao de Sn por ETAAS, empregando uma mistura de V e Pd,
como modificador quimico.

Em outro trabalho, Tsalev ¢/ a/?2 colocaram uma amostra de
aproximadamente 100 mg em tubo de quartzo e adicionaram 500 pL de
solucao aquosa de hidroxido de tetraetilamonio (TEAH) 20% m/v,
aquecendo por 30 min a uma temperatura de 70 °C com eventual
agitacdo, ¢ finalmente diluindo a 2 ml com agua. Este método foi
empregado para a determinacao de Se por ETAAS, empregando Pd e
W como modificadores quimico.

Outros métodos para a preparacao da amostra, além da solubilizagao com a
hidrélise alcalina e a digestdo acida, sao descritos na literatura. Bermejo-Barreira ez
al.?3?> apresentam trés trabalhos, usando uma suspensao (“slurry”) da amostra, apos
moer a mesma até alcancar o diametro desejado das particulas e adicionar agentes

dispersantes. Este método foi utilizado para a determinagao de Cd, Pb e Mn por

ETAAS.

2.4 - Técnicas analiticas empregadas para analise de cabelo

Varias técnicas de medida sao usadas para a determinacio de elementos
traco em amostras de cabelo humano, quais sejam ETAAS, ICP-MS, fluorescéncia de
raios-X (XRFA), ativacdo neutronica (NAA), espectrometria de fluorescéncia atomica

(AES), FAAS, ICP OES e voltametria de redissolucao anddica (ASV).26
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2.41 - Espectrometria de absor¢io atémica com atomizagio

eletrotérmica

A espectrometria de absor¢ao atémica (AAS), até atingir as caracteristicas
atuais, passou por varias evolug¢ées. Sua historia comeca em 1802 com os estudos das
raias escuras no espectro continuo do sol por Wollaston. Frauenhofer em 1814,
estudou essas linhas mais detalhadamente. Brewster, em 1820, realizou estudos de
absor¢ido na atmosfera do sol, e a técnica foi implementada 45 anos depois por
Kirchoff e Bunsen com a descoberta de que “a matéria absorve luz do mesmo
comprimento de onda com que a luz é emitida”. O primeiro trabalho analitico foi
apresentado em 1939 por Woodson, que estudou a determinagdao de mercurio no ar.
Em 1955, Walsh mostrou que fons metalicos podem ser reduzidos em uma chama, e
que a concentracdo desses fons pode ser determinada pela absorcao da luz
monocromatica incidente. Dez anos depois surgiu o primeiro aparelho comercial e,
desde entdo, a técnica tém sido difundida e aperfeicoada.?’

A técnica de ETAAS surgiu em 1959 proposta por L'vov, que introduziu o
forno de grafite para gerar atomos livres em espectrometria de absor¢ao atomica. Em
1968 surgiu o forno de Massmann, onde o tubo, conectado aos cones de grafite, era
aquecido eletricamente com uma corrente de baixa voltagem. Este aquecimento por
resisténcia elétrica permitiu uma mudancga gradual da temperatura em estagios e,
portanto, possibilitando a selecio das condi¢oes 6timas de temperatura para a
atomizacao de cada elemento individualmente. Os atomizadores eletrotérmicos atuais,
disponiveis comercialmente, sao diferentes variacbes do forno de grafite original de
Massmann. Eles diferem nas dimensdes do tubo, na programacao, na flexibilidade e na
conveniéncia de operacao, sendo que o principio ¢ o mesmo.?s: 2

A técnica de AAS consiste na medida da absor¢ao da radia¢do por atomos
livres no estado gasoso. Na Figura 1 esta apresentado um diagrama esquematico de
uma configuracio de um aparelho de ETAAS com correcao simultanea do fundo com
lampada de arco de deutério. O corretor de fundo que usa lampada com espectro
continuo (deutério) apresenta algumas vantagens, tals como O Prego, COrre¢io
automatica e resolve a maiorias dos problemas, sendo que corrige até 0,5 unidades de

absorvancia.
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Monocromador

Detector

©

Lampada de deutério

Colimador
Atomizador

s v
. —

Lampada de catodo oco

Tubo de grafite

Plataforma de L'vov

Figura 1 - Desenho esquematico de uma configuracio de um aparelho de ETAAS
com correcao simultanea de fundo com lampada de arco de deutério. Adaptado de

Lajunen e Hardware Guide.?8:30

Para esta configuracdao, a amostra ¢ colocada sob a forma de uma solucao
ou suspensao, sobre uma plataforma de grafite (plataforma de L’vov), inserida dentro
do tubo de grafite, o qual é submetido um programa temperatura-tempo, para se obter
a separacao da matriz antes da atomizagao do analito. A lampada de catodo oco emite
uma radiag¢do caracteristica do elemento a ser determinado, sendo que sua radiagdo
emitida, assim como da lampada de arco de deutério, sao moduladas e, desta maneira, a
radiagao proveniente do atomizador nio é considerada. O colimador tem a func¢do de
separar as radiagoes das duas lampadas e, dessa maneira, uma radiagao de cada vez ¢
lida, possibilitando descontar o valor do sinal de fundo simultaneamente e fornecer o
valor correto da absorcao atomica. O monocromador tem a funcido de selecionar a
linha espectral desejada, sendo o sinal modulado ampliado por um amplificador

seletivo e, finalmente, registrado no detector.?8
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A técnica de ETAAS apesar de ser geralmente monoelementar, ¢ muito
adequada para a determinacao de baixas concentracOes de metais e semimetais, pois
apresenta alta sensibilidade ja que a amostra inteira colocada no forno ¢ atomizada em
um curto perfodo de tempo, e o tempo de residéncia média dos atomos no caminho
optico ¢ de 1 s ou mais. Além disso, a técnica apresenta seletividade, requer pequenos
volumes de amostra (10 - 100 pL) e possui limites de detecgao, para a maioria dos
elementos, no intervalo de concentragao entre ng L1 e pg 11,31

A temperatura do forno de grafite pode ser elevada até 3300 K
(temperatura maxima suportada pelo grafite). Para cada analise um programa de
temperatura deve ser preparado para o controlador do forno. Geralmente o programa
inclui cinco passos basicos:

- secagem da amostra;

- decomposicao térmica da matriz (pirdlise), onde a temperatura do forno

¢ elevada até um nivel em que o analito permanece nao volatilizado;

- producio de atomos livres (atomizagao) por elevacao rapida da

temperatura até a temperatura de atomiza¢ao do analito;

- limpeza do forno, elevando a temperatura do atomizador (tubo de

grafite), geralmente acima da temperatura de atomizagdo, para a
remocao dos residuos da matriz;

- decréscimo da temperatura até a ambiente, usando 4gua como

refrigerante e fluxo de gas inerte.

Na etapa de secagem o solvente ¢é evaporado da amostra, de maneira
controlada para que a evaporac¢io do solvente seja lenta e regular. Se o solvente ¢é
removido por ebulicao rapida, a amostra pode espumar, respingar e algumas particulas
podem ser carregadas para fora do tubo pelo fluxo de gas.?8

A etapa de pirdlise tem por finalidade a remog¢ao da matriz antes da
atomizacdo. Isto diminui a possibilidade de interferéncia quimica e reduz a magnitude
do sinal de fundo.

Na atomizagdo, a amostra é aquecida para formar atomos no estado
fundamental e sob a forma de vapor no caminho do feixe de radiacio. A temperatura
de atomizagdo deve ser alta o suficiente para garantir a completa volatilizacio e

atomizacdo do analito dentro de poucos segundos. Uma velocidade de aquecimento
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rapida e baixa temperatura de atomizagao sao desejaveis.’?> A temperatura na qual um
elemento ¢ volatilizado depende das propriedades do composto no qual estd
presente.?8

Em cada etapa, uma “rampa” de aquecimento pode ser usada. Rampa ¢ a
elevacao gradual e controlada de temperatura, entre duas etapas, em um programa de
tempo e temperatura do forno.

Uma atmosfera inerte durante a atomizagao da amostra ¢ pré-requisito para
qualquer analise em forno de grafite. Gas inerte (geralmente Ar) passa ao redor do
tubo e no interior do tubo por dois fluxos de gas, controlados independentemente. O
fluxo externo protege o tubo da exposicao ao ambiente, a qual causa degradacao a altas
temperaturas e o fluxo de gas interno exclui o ar, mas também serve para carregar
vapores gerados da matriz da amostra durante os dois primeiros passos de
aquecimento.’!

No passo de limpeza uma alta temperatura, apos a atomizagao, prepara o
forno para a amostra subsequente.

Uma melhor linearidade da curva analitica pode ser obtida quando medidas
de absorvancia integrada sdo usadas para avaliacao do sinal. Quando a absorvancia em
altura de pico é usada para a medida do sinal, somente o ponto relacionado ao valor
mais alto de absorvancia esta envolvido, enquanto que a absorvancia integrada
quantifica a area completa sob a curva. Medidas de absorvancia integrada permitem
temperaturas de atomiza¢ao mais baixas sem perda na sensibilidade. O uso deste tipo
de absorvancia diminui as interferéncias de matriz. Quando o analito é sujeito a
interferéncias de matriz ndo reprodutiveis, a qual afeta a velocidade de vaporizagao, a
absorvancia integrada sera menos afetada do que a absorvancia em altura de pico.
Além disso, o intervalo linear da curva de calibracdo sera maior, usando-se absorvancia

integrada.’?
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2.4.1.1 - Conceito forno-plataforma com temperatura estabilizada

(STPF)

O uso da técnica de AAS com forno de grafite ganhou um grande impulso
desde a introduciao do conceito STPF proposto por Slavin and Manning em 1981,
sendo um conceito que faz uso formal do equipamento para reduzir interferéncias a
um minimo, o qual inclui as seguintes condi¢oes que sao empregadas simultaneamente:
- amaxima poténcia de aquecimento;
- atomizagdo a partir de plataforma de L’vov em um tubo de grafite
recoberto piroliticamente;
- diferenca maxima de 1000°C ou menor entre as temperaturas de pirdlise
e de atomizacao;
- uso de modificador quimico;
- uso de corretor de fundo;

- parada do gas durante a atomizagao;

medida do sinal em area de pico.??
Atualmente o conceito STPF ¢é praticamente empregado por todos os

usuarios da técnica ETAAS.

2.4.1.2 - Modificador quimico

A modificagdo da matriz foi proposta, na espectrometria de absor¢io
atomica no forno de grafite, por Ediger em 1975. Ele propds que a adicao de Ni
diminuiria a volatilidade do As e Se, e que a adi¢ao de fosfato de amonio estabilizaria o
Cd. Ediger também propos a adi¢do de nitrato de amonio em amostras de agua do
mar, para remover o cloreto de soédio a baixas temperaturas de pirdlise, nas quais o
analito nao se volatiliza.

De fato, este procedimento, modificacio de matriz, reduz ou elimina
interferéncias de fase condensada e fase vapor e ¢ uma importante condi¢do do

conceito forno-plataforma com temperatura estabilizada. A modifica¢ao efetiva do
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analito ou da matriz reduz interferéncias espectrais, devido a absorc¢ao da radiagao pela
sobreposicao molecular ou por linhas atomicas dos concomitantes e o espalhamento
de radiagao pelas particulas nao-volateis formadas pelo concomitantes.

Nesta técnica, um reagente (ou modificador), geralmente um sal inorganico,
¢ adicionado em excesso a amostra e as solucoes analiticas.

O reagente torna:

- o interferente concomitante mais volatil, ou;

- o analito menos volatil.

Em ambos os casos, a modificacio da matriz torna as volatilidades do
analito ¢ dos concomitantes suficientemente diferentes para permitir uma separagao
mais facil da matriz durante a etapa de pirdlise. No primeiro caso, o concomitante
pode ser removido antes da atomiza¢ao do analito. No segundo caso, o analito forma
sals termicamente mais estaveis, 6xidos ou compostos metalicos com o modificador de
matriz. Isto permite a utiliza¢ao de temperaturas de pirdlise e atomiza¢ao mais altas.

Outros modificadores foram propostos anos apos Ediger ter introduzido o
conceito e o termo “modificacdo de matriz”’, como o Mo, La, acido fosfoérico, nitrato
de magnésio, dicromato de potassio, e muitos outros.

Para uma espécie ser utilizada como modificador quimico em ETAAS,

varios exigéncias sao necessarias para se estabelecer uma rotina de trabalho. Sio elas:

o elemento analito deveria ser estabilizado a temperatura de pirdlise tao
alta quanto possivel, pelo menos a 1000°C, para permitir a volatilizacao
dos concomitantes;

- o modificador deveria ser aplicavel a muitos elementos;

- o modificador deveria ter alto grau de pureza, ¢ nao conter o elemento
analito em concentracoes mensuraveis;

- o modificador nido deveria conter um elemento, presente em alta
concentragao que tera que ser determinado posteriormente a niveis de
tracos;

- o modificador nao deveria reduzir o tempo de vida do tubo de grafite;

- o modificador nio deveria produzir uma excessiva atenuagao de fundo

em torno do comprimento de onda do elemento analito.
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Infelizmente, muitos dos modificadores propostos nao estio de acordo
com uma ou mais exigéncias citadas acima. Por exemplo, o Ni, que é recomendado
para As, Au, Bi, Sb, e Te tem que ser frequentemente determinado a niveis muito
baixos, assim a contamina¢ao do forno por este modificador nio ¢ desejada. Outro
exemplo é o La que apresenta um efeito muito corrosivo no tubo de grafite e
plataforma.3*

Schlemmer e Welz3* propuseram em 1986 uma mistura de nitrato de
paladio e nitrato de magnésio como um modificador adequado para mais de 20
elementos, resultando temperaturas de pirdlise entre 900°C e 1400°C e temperatura

6tima de atomizagao em torno de 2000°C, para os elementos investigados.

2.4.2 — Espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente

acoplado

Em 1975, Gray mostrou que razdes isotopicas podiam ser determinadas,
com bons limites de detecgdo, com a introducdo da solu¢ao num plasma de corrente
continua (DCP), sob pressao atmosférica, o qual produz fons que siao extraidos para
dentro de um analisador de massa. A partir destes estudos, a espectrometria de massa
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), foi desenvolvida na década de
1970 por Houk e colaboradores, ¢ a primeira publicacio ocorreu em 1980. A partir de
1983, com o lancamento do primeiro instrumento comercial, esta técnica se difundiu
rapidamente.

O plasma indutivamente acoplado (ICP) é uma descarga sem eletrodo num
gas a pressao atmosférica, mantido pela energia acoplada a ele proveniente de um
gerador de radiofrequéncia (RF). Isto ¢ feito por uma bobina acoplada adequadamente
que funciona como o indutor primario de um transformador de radiofrequéncia e o
secundario ¢ criado pela propria descarga. O gas usado comumente é o argonio,
embora outros gases sejam ocasionalmente usados, algumas vezes como
complementos para o suprimento principal. O plasma ¢ gerado no interior e na
abertura final de um conjunto de tubos de quartzo conhecido como tocha. Um arranjo

tipico de uma tocha comumente usada ¢ mostrado na Figura 2, baseada no desenho de
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Scott Fassel, tendo um tubo externo com diametro interno de 18 mm e cerca de 100
mm de comprimento. No seu interior existem dois tubos concéntricos de 13 a 1,5 mm
de diametro interno que finalizam a pequena “boca” da tocha. Cada regido anelar
formada pelos tubos, é mantida com gas por um tubo lateral que entra tangencialmente
para que crie um fluxo vorticular. O tubo central, através do qual a amostra ¢
introduzida no plasma, ¢é trazido ao longo do eixo. O fluxo de gas externo, chamado de
fluxo refrigerante, protege as paredes do tubo e atua como o principal gas de suporte
do plasma e ¢ usualmente de 10 a 15 L min!. O segundo fluxo de gas que ¢é
introduzido no espaco anelar interno, chamado de fluxo auxiliar, ¢ wusado
principalmente para assegurar que o plasma quente seja mantido afastado da
extremidade do tubo capilar injetor central, para prevenir que ele seja fundido. O fluxo
central de gas, freqientemente chamado de fluxo injetor, nebulizador ou carreador,
transporta o aerossol proveniente do sistema de introdugdo da amostra até o plasma e

é cercade 1 I. min-1.36

Zona analitica
normal (azul)

Zona de radiagéo
inicial (vermelha)

Corrente

Bobina f\/’ L ‘44— Campo magnético

Regi&o de indugao

[

ASTETTERTY

) AW LN 3

Tocha

L

/|\ Gas de refrigeragio

/I\ A

!

;jlzzb\,ae Gas auxiliar

Gas de nebulizagdo

Figura 2 — Esquema de uma tocha ICP. A figura mostra os trés tubos concéntricos,
situados em uma bobina de indu¢ao de um gerador de radiofrequéncia. Adaptado de

Houk ef a/.36
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O plasma ¢ utilizado como uma fonte de fons para a espectrometria de
massa. A amostra ¢ introduzida no plasma por meio de diversos sistemas (ETV,
HPLC, LA, etc.), sendo mais convencional a introdu¢ao da amostra por nebulizacao
pneumatica, na qual a amostra é nebulizada e introduzida no plasma por meio de um
fluxo de argonio. O fluxo de gas que conduz a amostra fura o plasma, ¢ a amostra ¢
atomizada e ionizada na regiao mais quente do plasma, a qual corresponde a cerca de
10 mm acima da bobina de indu¢do. Nesta regiao, com temperatura em torno de 8000
K, mais de 50 elementos sofrem a primeira ioniza¢do em uma extensao maior do que
90% e para elementos com a segunda energia de ioniza¢ao em torno de 15 eV, menos
de 10% de fons de dupla carga sao produzidos.3>

O plasma ¢ formado sob pressio atmosférica e os fons produzidos sio
introduzidos no analisador de massa, que atua num sistema a vacuo. Portanto, os fons
produzidos no plasma sao extraidos por um sistema de vacuo para dentro do
analisador de massa. Isto é feito quando um cone resfriado com 4gua, e com um
orificio de amostragem no topo, é colocado diretamente no plasma. A diferenca de
pressdo entre os dois lados do cone propicia a passagem do gas carregador de fons pelo
orificio. Entre os dois cones e atras do “skimmer” existe um sistema de alto vicuo,
para impelir um jato supersonico para dentro do analisador de massa. Um sistema de
lentes eletrostaticas (ou uma unica lente) com voltagem negativa (eletrodos extratores),
extraem os fons positivos e os dirige para o analisador de massas, os fons negativos sao
repelidos, e as particulas neutras se difundem no vacuo.?>

O analisador de massa quadrupolar (Figura 3), consiste de quatro hastes
metalicas, que tem 12 a 18 mm de diametro e cerca de 200 mm de comprimentos, duas
carregadas com potencial elétrico positivo e duas carregadas com potencial elétrico
negativo, com forma hiperbolica, posicionados nos quatro lados de um quadrado. Os
fons a serem separados sdao introduzidos ao longo do eixo em uma extremidade da
estrutura quadripolar em velocidades determinadas por suas energias e massas. As
voltagens de RF aplicadas desviam todos os ions para caminhos oscilatorios através
dos cilindros. Se as voltagens de corrente continua (DC) e de corrente alternada (AC)
sao selecionadas apropriadamente, somente os fons de uma dada razio m/z terdo
caminhos estaveis através dos cilindros e aparecerdo na outra extremidade. Outros fons

serao desviados, baterdo nos cilindros, serdo neutralizados e por 14 perdidos. No plano
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positivo, o quadrupolo atua como um filtro de massa de alta passagem, pois o fon mais
pesado, pelo efeito de inércia, tende a continuar sua tragetoria, enquanto que o ions
mais leve, levado pela alta freqliéncia, acaba por chocar-se com um dos cilindros,
sendo desta maneira, neutralizado. No plano negativo, o quadrupolo atua como um
filtro de massa de baixa passagem, visto que o ion mais pesado, devido a baixa
freqiiencia, é levemente desviado da sua trajetéria e, na tendéncia de seguir seu
movimento iniciado (inércia), pode se chocar com os cilindros e os {fons mais leves tém
caminhos mais estaveis. Portanto, as dimensdes das trajetorias ionicas relativas aos

limites dos cilindros sao criticas.36

fon com
trajetdria
instavel ions

_ estaveis

jon com

Fonte .—" trajetoria

de ions estavel
Voltagens
ACeDC

Figura 3 — Diagrama esquematico dos cilindros quadrupolares mostrando trajetoria

i6nica e voltagens aplicadas. Adaptada de Skoog e al3’

Um dos detectores mais usados ¢ um multiplicador de elétrons de dinodos
discretos de estagio duplo que permite estender a faixa de trabalho dinamico pois,
numa unica varredura de massa, mede concentracOes altas e baixas. Assim, dois sinais
podem ser obtidos simultaneamente. O multiplicador possui dois estagios: o analégico
para contagens altas, ou seja, para altas concentragoes do analito ¢ o de pulso para
contagens baixas que correspondem as baixas concentragdes do analito. No estagio

analogico a corrente observada ¢ um produto da intensidade do feixe de fons incidente
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e o ganho do multiplicador, ¢ no estagio de pulso os fons incidentes sio contados,
individualmente, por pulso de voltagem na saida do multiplicador.?> Para o estagio
analégico a corrente de elétrons atravessa metade da capacidade de dinodos do
detector, conduzindo a uma amplificagio menor enquanto que, no estagio de pulso, a
corrente percorre todos os dinodos atingindo uma amplificagao maior.

O detector multicanal permite que se opere somente no estagio analégico,
pulso ou no estagio “dual”, no qual o proprio equipamento seleciona o estagio que
deve ser usado para anilise.

A operagao do detector de estagio duplo ocorre por meio de uma voltagem
alta (- HV) aplicada ao primeiro dinodo para atrair os fons positivos que, ao se
chocarem contra os dinodos, elétrons vao sendo liberados e no ponto central do
detector a corrente analdgica ¢ medida, enquanto que na base do mesmo ¢ aplicada
uma voltagem alta (+ HV) para gerar uma diferenca de potencial positiva.

O wvalor de -HV afeta os dois estagios, ¢ o valor +HV afeta somente o
estagio de pulso. Assim, para otimizar o detector é necessario fazer a otimiza¢ao das
voltagens do estagio de pulso (+HV) e do estagio analégico (-HV).

O ganho do detector é definido pela Equagao:

—_ e saida

G= = eq. 1

i entrada

onde: n. = numero de elétrons
ni = numero de {ons

I = intensidade da corrente

O ganho do detector influéncia o intervalo dinamico de trabalho. Por
exemplo, para um ganho de 10> a faixa de trabalho vai de 1,25.103a 1,25.108 contagens
por segundo (cps) e para um ganho de 10* a faixa de trabalho vai de 1,25.10% a 1,25.10°
cps. A otimizac¢ao do potencial -HV ¢, de fato, uma otimizac¢ao do ganho.

A Figura 4, apresenta um diagrama esquematico de um ICP-MS. Os

beneficios desta técnica incluem a rapida analise quantitativa multielementar, amplas
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faixa linear dinamica podendo ser aplicada para mais de 75 elementos, que incluem o
Cl, Br e I. Os baixos limites de deteccao, permitem realizar, além de estudos de razoes
isotopica e suas varias aplicagoes, estudos e aplicagdes nas areas ambiental, biologica,

clinica, geoquimica, metalargica, petroquimica e na induastria de semicondutores.?

Filtro de massa

Fluxo de gas
quadrupolar "skimmer" refrigerante
Lentes idnicas Cone de Fluxo de gas
amostragem auxiliar
Multiplicador \ /
de elétrons

1 N

~ E“:”:] _I_J.J_IL_\ \<éi_|! ' Sistema de

introdugao da

I J
U oo mryT [ R

Tocha
Unidade de l I |
processamento
de dados
Bomba de vacuo Bomba de vacuo Bomba de vacuo
turbomolecular turbomolecular mecanica
(5 x 1078 bar) (<1 x 1077 bar) (2 x 102 bar)

Figura 4 — Diagrama esquematico de um ICP-MS. Adaptado de Skoog e al3

2.4.2.1 — Interferéncias em ICP-MS

A técnica de ICP-MS quando lancada prometia ser, finalmente, livre de
interferéncias, mas logo nas primeiras publicagdes ficou evidenciado que também esta
sujeita a problemas de interferéncias espectroscopicas (fons poliatbmicos, 6xidos e de
carga dupla que possuem a massa nominal do analito, além de is6topos de diferentes
elementos que possuem a mesma massa atomica) e nao espectroscopicas (geralmente
devido a matriz da amostra, a qual pode causar supressio do sinal do analito, ou
elevacao do seu sinal, ou problemas de entupimento do sistema de amostragem).

Os problemas devido a matriz dependem da natureza da amostra, e quando

esta ¢ preparada, este efeito pode ser minimizado com uma preparacio adequada.
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Porém, as vezes, é necessario o uso de métodos alternativos de introducao da amostra

no plasma, ou a separacao da matriz.

Sobreposigao isobarica

Interferéncia espectroscépica que ocorre quando dois elementos possuem
isétopos de mesma massa, ou muito préximas (ex. BInt e 13Int com,
respectivamente, 113Cd* e 115Sn*), em cerca de 0,005 m/z. Instrumentos comerciais
com analisador de massa quadrupolar tém uma resolucao insuficiente para separar tal
diferenca de massa, o que poderia ser possivel em instrumentos de alta resolucao. No
entanto, podem-se empregar correcoes matematicas, que em geral ja constam nos
programas de computador dos instrumentos. Isto, entretanto, é possivel quando a

concentragao do analito é maior do que a do interferente.

Tons poliatémicos

Sao uma das mais sérias interferéncias que ocorrem em ICP-MS a partir da
combinagao de espécies atomicas (ex. ArOT), principalmente a partir do préprio Ar
presente no plasma, H ¢ O do solvente e de elementos abundantes nos acidos usados
(N, S ou Cl presente nos acidos nitrico, sulfirico e cloridrico, respectivamente).

Um grande ndimero de {ons poliatobmicos podem ser formados,
principalmente na regiao de m/z abaixo de 82. Exemplos sérios da interferéncia de
poliatomicos incluem o Nz com 288i*, M¥NICO'H* com 31P*, 1Ozt com 328,
A0 com Fet e 40Ar" com 89Set. Geralmente, a remoc¢ido dos interferentes ¢é
mais efetiva do que os procedimentos de correcao, mas algumas dessas interferéncias
podem ser corrigidas com o branco, ou um outro isétopo do analito livre de

interferéncia pode ser medido na analise.

Oxidos refratarios

Os oxidos podem ser provenientes, ou da dissociacio incompleta da
amostra no plasma ou por recombinagoes dos fons no plasma. A presenca de agua no
plasma diminui a sua temperatura e aumenta a producao de 6xidos. Tendo em vista
que, uma menor energia estara disponivel no plasma para dissociar as espécies MO™,

mais fons 6xidos vao chegar ao detector, principalmente aqueles com maior energia de
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dissociacdo.’ Alguns exemplos da interferéncia por Oxidos e hidréxidos estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Espécies 6xidos e hidroxidos de calcio e outros potenciais interferentes de
Ni, Cu, Fe e Zn. *Os valores entre parénteses indicam a abundancia natural dos

is6topos. Adaptada de Skoog ez al.3’

m/z Analito* Interferente
56 Fe(91,66) WArO, 40CaO
57 Fe(2,19) “0ArOH, “¥CaOH
58 Ni(67,77), Fe(0,33) 42Ca0O, NaCl
59 Co(100) $Ca0, 2CaOH
60 Ni(26,10) 43CaOH, #CaO
61 Ni(1,25) #CaOH
62 Ni(3,66) 4Ca0, NaxO, NaK
63 Cu(69,1) 46CaOH, 4°ArNa
64 Ni(1,16), Zn(48,89) 32802, 328, 4¥CaO
65 Cu(30,9) 338328, 3350, 4CaOH

fons de dupla carga

Em ICP-MS, a maioria dos ifons formados sao de carga unitaria, no entanto,
elementos que possuem a segunda energia de ioniza¢ao baixa, podem dar origem a fons
de dupla carga. Isto ocorre, normalmente, para elementos com energia de ionizagdo
menor daquela do Ar, que é 16 e¢V. Em condi¢des normais de trabalho e com a
otimizacao do equipamento, menos de 1% dos fons formados no plasma sao de carga
dupla, para um determinado elemento. Elementos tais como Ba e La sdo passiveis de
dupla ionizagao, podendo a produc¢io de fons de carga dupla ser maior para estes. No
entanto, apesar de poucos fons de carga dupla serem formados, a sensibilidade pode
ser afetada, ja que o sinal de determinado isétopo é dependente da relacio m/z. Além
disso, a formacao de fons de carga dupla pode causar interferéncia espectral. Um

exemplo ¢ o is6topo 138Ba?t que aumenta o sinal do isétopo ©*Ga*. E evidente que, em
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uma matriz com alta concentracio de Ba, na determinacio de tracos de Ga, essa

interferéncia sera mais evidenciada.3¢

2.4.2.2 — Introdugdo de amostra no plasma

A introdugdo da amostra no plasma, inclusive sob a forma de aerossol
umido produzido por nebulizagdo pneumatica ou ultra-sonica, ¢ um dos pontos mais
criticos do processo analitico em ICP-MS, principalmente porque a maioria das
amostras sao introduzidas sob a forma liquida. Durante o desenvolvimento dos
nebulizadores, foi adicionada uma camara de nebulizagao colocada depois do
nebulizador, para remover as gotas maiores formadas, a fim de melhorar a estabilidade
do sinal e também nao extinguir o plasma.

Os nebulizadores mais comumente usados na espectrometria atOmica
analitica sio o pneumatico ¢ o ultra-sonico, sendo que os pneumaticos sao 0s mais
usados para a introdu¢do de amostras liquidas no plasma em ICP-MS. No entanto,
problemas praticos estao associados com o seu uso, como instabilidade, entupimento e
baixa eficiéncia.

Os nebulizadores pneumaticos mais utilizados em ICP-MS siao o
nebulizador concéntrico, o de fluxo cruzado, o de disco poroso e o de Babington, que
estao apresentados na Figura 5. Os de fluxo cruzado sio menos propensos a
entupimento de sais. O nebulizador concéntrico pode ser usado sozinho para a
produciao do aerossol e introdu¢ao do mesmo no plasma, mas quando empregado
juntamente com uma bomba peristaltica, ¢ mais vantajoso,® ja que:

- elimina o efeito cabeca;

- ¢ menos susceptivel a variacao de viscosidade das solug¢oes;

- limita a quantidade de ar introduzida no plasma e minimiza a

instabilidade do plasma causada pela introdugao da amostra;

- avazio da solugao pode ser variada separadamente da vazao do gas;

- a velocidade da bomba pode ser aumentada entre a introducao das

diferentes amostras para reduzir o tempo de lavagem.
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Figura 5 - Tipos de nebulizadores pneumaticos: (a) concéntrico, (b) fluxo cruzado, (c)

disco poroso e (d) Babington. Adaptada de Skoog ez a/.3’

A nebulizacio ultra-sonica de fluxo continuo com dessolvatacao do
aerossol, fornece varias vantagens como meio de introdu¢io da amostra no ICP,
porém a literatura nos da uma impressao muito variada sobre os méritos relativos desta
forma de geracdo do aerossol, frente a nebulizagdo pneumatica. Por exemplo, existem
relatos reiterados que exaltam as virtudes da nebulizacio ultra-sonica com
dessolvatagdo, e descricdes de aplicagOes a algumas tarefas analiticas mais dificeis

encontradas pelo analista. Em contraste, comentarios sio feitos sobre um nimero de
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impropriedades presumidas ou reais da nebulizag¢do ultra-sonica com dessolvatagio,
como instabilidade a curto e em longo prazo, falta de confiabilidade, maiores efeitos
entre elementos, contaminacao cruzada e efeito de memoria, tempo de limpeza
excessivo e flutuagdo na eficiéncia de geracdo do aerossol. Muitos analistas foram
desencorajados ao seu uso devido a esses comentarios, os quais nao reconheceram que
estas dificuldades podem ter sido causadas pelo desenho, deficiéncia de operagao ou
ainda por mudancas na composi¢ao da matriz da amostra.

Um diagrama esquematico de um sistema nebulizador ultra-sénico de fluxo
continuo ¢ mostrado na Figura 6. O coracio do sistema ¢é um transdutor
piezoeléctrico, o qual é um cristal semelhante a um “wafer”, freqiientemente composto
de titanato de chumbo-zirconato de chumbo, com filmes de metais condutores nos
lados opostos do “wafer”. Esse “wafer” ¢é ligado a superficie interna do prato
transdutor, como mostrado na figura, sendo que a aplicagdo de altas voltagens de
freqiiencia nos filmes de metal do transdutor, fazem com que o cristal experimente
forcas de torcao, flexdo e cisalhamento, conduzindo a vibragoes mecanicas do cristal de

acordo com a freqiiéncia das altas voltagens aplicadas.?
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Figura 6 — Desenho esquematico do nebulizador ultra-sonico com fluxo continuo.

Adaptada de Fassel ez a/.3
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O aerossol ¢, primeiramente, aquecido para vaporizar o solvente que,
posteriormente, ¢ removido por meio de um condensador que esta numa temperatura
perto do ponto de fusio do solvente, por exemplo, a 0-2°C para a agua. Sob as
condi¢bes operacionais usuais para este nebulizador, a eficiéncia de nebulizagao ¢é tio
alta que sem dessolvatacao, o aerossol esfria o canal axial do ICP de tal forma que o
desempenho analitico do plasma ¢é prejudicado. Para reduzir a sobrecarga do plasma, as
particulas do aerossol sao dessolvatadas de modo que somente particulados
desidratados e agua residual sdo injetados.*? O sistema de dessolvatagdo geralmente

usado esta esquematicamente apresentado na Figura 7.

Para o ICP

Condensador

Drenagem

Tubo aquecido

Figura 7 - Desenho esquematico do dessolvatador convencional utilizado no

nebulizador ultra-sonico (USN). Adaptada de Houk ef a/40

Nebulizadores ultra-sonicos produzem aerosséis com tamanho de particula
menor e¢ com distribuicio de tamanho de particula mais uniforme do que os
nebulizadores pneumaticos. Estes tamanhos de particula, que sio mais facilmente
transportados, resultardo no transporte e inje¢io de uma maior fracio no plasma (até
10-20% para nebulizagdo ultra-sonica e aproximadamente 1-2% para nebulizacao
pneumatica) do aerossol inicial, aumentando o poder de detecgdo, ou seja, a

sensibilidade. Este alto poder de detecgdo torna possivel:
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- executar determina¢Oes quantitativas abaixo dos limites de deteccdo
obtidos com outros tipos de nebulizacio;

- reduzir a necessidade do uso de métodos de pré-concentracio em
amostras com baixas concentracoes dos analitos e, dessa maneira, evitar
possiveis erros provenientes de contaminagoes, pelo excessivo
tratamento dado a amostra;

- uma maior dilui¢do das amostras para reduzir efeitos entre os elementos
residuais.?

Geralmente, a remocao dos interferentes é mais eficiente que os
procedimentos de corregoes para a minimizacdo das interferéncias em ICP-MS. Os
fons poliatbmicos mais problematicos contém freqientemente atomos do solvente.
Assim sendo, a reducdo da quantidade de solvente encaminhada ao plasma, diminui a
formacao de muitos {ons poliatomicos interferentes. O sistema de dessolvatacao usado
com o nebulizador ultra-sénico atenua a formacgao de fons poliatomicos contendo

oxigénio, os quals causam interferéncia espectral.*
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Condigdes para as determinagdes por ETAAS

3.1.1 — Instrumental e processamento da amostra

Todas as medidas foram obtidas com o espectrometro de absor¢ao atomica
Aanalyst 100 da Perkin-Elmer, equipado com corretor de fundo de lampada de arco de
deutério, com atomizador eletrotérmico HGA-800 e amostrador automatico modelo
AS-72. O sistema ¢ gerenciado por microcomputador com programa AA Winlab em
ambiente Windows. Areas de pico corrigidas do sinal de fundo foram usadas para
monitorar o sinal analitico. Tubos de grafite revestidos piroliticamente (Perkin Elmer)
foram utilizados em todos os experimentos, sendo que para As e Ni o tubo foi o de n?
B0109322 ¢ a plataforma n? B010932, para Cd e Pb foi o tubo de n? B3001262 com
plataforma integrada. Utilizou-se no sistema argonio como gis de purga e de
refrigeracao, com pureza de 99,996% da White Martins do Brasil. Lampadas de catodo
oco (Perkin Elmer) foram empregadas como fontes de radiacio. Os parametros

operacionais do instrumento estao indicados na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros instrumentais para as determina¢oes de As, Cd, Ni e Pb por

ETAAS.

As Cd Ni Pb

Comprimento de onda (nm) 193,7 228,8 2320 2833
Fenda (nm) 0,7 0,7 0,2 0,7
Corrente da lampada (mA) 18 4 25 10

A Tabela 4 apresenta a sequéncia do processamento empregado para a

determinagao de As, Cd, Ni e Pb na presenca de TMAH e¢ HNOs, por ETAAS. O
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modificador quimico empregado para As e Cd foi o PA(INO3)2, em solu¢iao contendo
de 3 g L1 de Pd; para o Pb, além do Pd(INO3)2, também se empregou simultaneamente
o NH4H2PO4 em soluciao de 40 g L1 do modificador. Para o Ni nao foi empregado
modificador quimico. A solugao do modificador quimico Pd(NOs3)2 foi preparado em

HNO;s 4,5% v/v.

Tabela 4 — Sequiéncia de procedimento para a determina¢oes de As, Cd, Ni e Pb na

presenca de TMAH e HNOj3, por ETAAS.

TMAH HNO3
Etapa

As, Cd e Pb Ni As, Cd, Nie Pb

Pipetar diluente e Pipetar modificador(es)
A Pipetar modificador(es)

amostra/padrio ¢ amostra/padrio

Processar todas as Processar todas as
B Lavar o pipetador etapas do programa de  etapas do programa de

tempo e temperatura tempo e temperatura

Processar etapas 1 e 2
C do programa de tempo — .
e temperatura

Pipetar diluente e

D - -
amostra/padrio
Processar todas as
E etapas do programa de - -

tempo € temperatura

A Tabela 5 apresenta os volumes de diluente, modificador, solugao analitica
e amostra introduzidos no tubo de grafite, para a determinaciao de As, Cd, Ni e Pb na
presenca de TMAH, por ETAAS. Para a calibragao do equipamento em meio alcalino,
foram utilizadas solugdes analitica preparadas em meio aquoso e o ajuste da quantidade

de TMAH introduzida no tubo de grafite tanto para as solugdes analiticas como
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amostras, foi realizado com o emprego de uma solu¢io de TMAH na forma de
diluente. O volume total de solu¢iao introduzida no tubo de grafite foi sempre o
mesmo para a obtencao das curvas analiticas e determina¢ao do analito na amostra.
Para tanto, a propria agua desionizada foi também usada como diluente, quando

necessario.

Tabela 5 — Volumes de solu¢io (uL) introduzidos no tubo de grafite para a
determinacao de As, Cd, Ni e Pb na presenca de TMAH, por ETAAS.

As Cd Ni Pb
AS A SA A SA A SA A
Diluente 10 10 20 O 30 10 10 10
Modificador(es) 10 10 10 10 O O 5 5

Amostra(A)/Solugio Analitica(SA) 30 30 20 40 20 40 20 20

Os programas de temperatura para determinacao de As, Cd, Ni e Pb por

ETAAS estio apresentados nas Tabelas 6, 7, 8 e 9, respectivamente.

Tabela 6 — Programa de temperatura e tempo para determinacao de As por ETAAS.

*Leitura nesse passo.

Temperatura Rampa Aquecimento Vaziao de Argdnio

Etapa
(°C) (s) (s) (mL min-)
1 Pré-secagem 90 10 40 250
2 Secagem 120 10 40 250
3 Pirdlise 1600 10 35 250
4 Resfriamento 20 1 15 250
5%  Atomizagio 2300 0 5 0

6 Limpeza 2650 1 5 250
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Tabela 7 — Programa de temperatura e tempo para determinagdo de Cd por ETAAS.

*Leitura nesse passo.

Temperatura Rampa Aquecimento Vaziao de Argdnio

Etapa
(°C) (s) (s) (mL min-)

1 Pré-secagem 120 5 20 250

2 Secagem 200 10 25 250

3 Pré-pirdlise 350 10 10 250

4 Pirolise 600 15 25 250
5%  Atomizagio 1500 0 5 0

6 Limpeza 2600 1 5 250

Tabela 8 — Programa de temperatura e tempo para determinagao de Ni por ETAAS.

*Leitura nesse passo.

Temperatura Rampa Aquecimento Vazao de Argdnio

Etapa
(°C) (s) (s) (mL min-)

1 Pré-secagem 90 5 40 250

2 Secagem 120 25 20 250

3 Pirélise 1300 1 30 250

4 Resfriamento 20 1 15 250
5%  Atomizagao 2400 0 6 0

6 Limpeza 2650 1 5 250
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Tabela 9 — Programa de temperatura ¢ tempo para determinacao de Pb por ETAAS.

*Leitura nesse passo.

Etapa Temperatura Rampa Aquecimento Vaziao de Argdnio
(°C) s) (s) (mL min-)

1 Pré-secagem 120 5 10 250

2 Secagem 200 10 25 250

3 Pré-pirdlise 350 10 10 250

4 Pirolise 900 15 25 250
5%  Atomizagio 1900 0 4 0

6 Limpeza 2600 1 5 250

Para a preparacao das amostras por digestdo acida, foi utilizado um bloco

digestor Tecnal®, modelo TE-40/25.

3.1.2 — Reagentes, solugdes e material de referéncia

No preparo de todas as solu¢Oes e amostras utilizou-se agua desionizada,

com resistividade de 18 MQcm, obtida a partir do sistema de purificacao de agua Milli-

Q® Millipore). O HNO3 empregado foi destilado, abaixo de seu ponto de ebuli¢do,

em um destilador de quartzo. As solugoes analiticas utilizadas para a obtencdo das

curvas analiticas, foram preparadas a partir de solugoes intermediarias contendo 5 ug

mL1 de As, 2 pg mL-t de Pb, 125 pg L1 de Cd e 2,5 ug mL! de Ni, todas preparadas a

partir de solugdo estoque da Spex contendo 1000 ug mL-! de todos os analitos. As

solucoes analiticas foram preparadas em HNO;3; 5% v/v, quando o dissolvente da

amostra era 0 HNOs.



34

Foi utilizado TMAH 25 m/v em 4gua (Riedel-de Haén, ne 1835).

Os modificadores quimicos utilizados foram Pd(NOj3)2 para absor¢ao
atémica, 10000 mg L' de Pd em HNO3 15% v/v (Perkin Elmer, ne BO 190 635) e
fosfato de amonio monobasico p.a. (Merck, Art. 1126).

Para a dissolu¢ao acida (digestao) da amostra foram utilizados HNOs3

bidestilado e Perhidrol®, 30% de H2O2 (Suprapur Merck, Art. 7210).
Para a validacio da metodologia desenvolvida foi utilizada a amostra de

cabelo humano certificada GBW 09101, proveniente do Shangai Institute of Nuclear

Research, China.

3.1.3 — Preparagio das amostras reais

A Figura 8 apresenta o fluxograma do procedimento empregado na analise
dos elementos trago nas amostras reais de cabelo humano, sendo que todas as etapas
de preparagdo das amostras serao descritas posteriormente. A amostra certificada de
cabelo humano (GBW 09101), é conduzida diretamente as etapas de solubilizacao com

TMAH ou digestao acida.
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3.1.3.1 - Coleta das amostras reais de cabelo humano

Amostras de cabelo, sem tintura e de pigmentacio uniforme, foram
coletadas em salao comercial, sendo o corte feito com tesoura de ago inoxidavel (para
minimizar as possiveis contaminagoes introduzidas pelo material constituinte da
tesoura). A amostragem foi representativa para todas as regides da cabeca, coletando-se
aproximadamente 2 g de cabelo, com segmentos de até no maximo 2 cm de
comprimento. As amostras foram convenientemente guardadas em vasilhas de plastico

secas e limpas.

3.1.3.2 — Lavagem das amostras reais

A lavagem das amostras foi realizada com base no método descrito por
Borella ez al'>, neste método, o cabelo foi cortado em pequenos segmentos com
tesoura de aco inoxidavel e a amostra foi homogeneizada. Aproximadamente 1 g da
amostra de cabelo foi colocada, em um Erlenmeyer de 500 ml. Depois foram
adicionados 250 mlL da solu¢io de lavagem (Triton X-100 a 1% v/v) e conteudo
agitado durante 30 min. Posteriormente o cabelo foi filtrado, lavado com agua

desionizada e secado a temperatura ambiente, na presenc¢a de desumidificador.

3.1.3.3 — Solubilizagdao em meio de TMAH

Pesaram-se aproximadamente 125 mg da amostra em um tubo plastico de
centrifuga da Sarstedt (n? 62.548.054), com volume de 50 mL. Foram adicionados 500
uL. de uma solucao de TMAH 25% m/v, permanecendo o tubo fechado até a completa
solubilizagdo da amostra. O final da solubiliza¢ido foi indicado pela obten¢io de uma
solugio escura na cor do cabelo. A temperatura ambiente, o tempo aproximado de
solubilizacao foi de 2 h e, com aquecimento em banho-maria entre 60-70°C, foi de 10
min. Uma vez dissolvida a amostra, o volume do frasco foi completado a 50 mL com

agua. Para a determinacdo de As, a solubiliza¢ao foi realizada em balao volumétrico de
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5 ml., devido a baixa concentracao de As nas amostras e ao relativamente alto limite de

detecc¢ao da técnica.

3.1.3.4 — Abertura em meio acido

A abertura das amostras por digestio acida foi realizada com base no
método desenvolvido por Miekelay ez a/!l, conforme segue: pesaram-se, 250 mg de
amostra em tubo digestor, adicionaram-se 2,5 mL de acido nitrico, e deixou-se em
repouso em tubo fechado, sem atarraxar e por 12 h. Posteriormente as amostras foram
aquecidas em bloco digestor a 50-60 °C por 1 h. Quando o residuo mostrou-se muito
viscoso, adicionou-se mais 1,0 mL de peréxido de hidrogénio (sobre o residuo ainda
morno) e levou-se novamente a amostra ao bloco digestor a 50-60 °C por mais 10 min.
Restando residuo, deixou-se a amostra mais tempo no bloco digestor; ocorrendo
precipitacao, aumentou-se a quantidade de peréoxido (2 ou 3 ml, raramente
necessario). O final da digestao foi indicado pela obtengido de uma solugdo amarelo-
clara transparente. A solucdo resultante da digestio foi transferida para um baldo

volumétrico de 50 mL, sendo o volume deste completado até a marca com agua.

3.1.4 — Lavagem do material de laboratério

Inicialmente o material (vidraria e frascos de plastico) é lavada com agua

destilada, posteriormente ¢ deixada em contato com uma solu¢ao de acido nitrico a

10% v/v durante 48 h, em seguida lavado com 4gua desionizada e finalmente secado a

temperatura ambiente.

3.1.5 — Procedimento de preparagdao do material certificado

Para a validagao da metodologia desenvolvida, realizou-se a analise de uma

amostra de cabelo humano certificado (GBW 09101), submetido a solubilizagdo com
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TMAH e a abertura com HNO3+H202, sendo a analise feita em triplicata para o
branco e amostra. As amostras reais apos serem coletadas, foram submetidas ao
processo descrito na Figura 8. As concentragoes dos analitos foram medidas,

empregando-se a calibrag¢io pelo método da curva analitica.

3.2 — Condigbes para as determinagdes por ICP-MS

3.2.1 - Instrumental

Todas as medi¢es foram efetuadas em um espectrometro de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado, modelo Elan 6000 da Perkin Elmer — Sciex,
com analisador de massa do tipo quadrupolo. O sistema ¢ gerenciado por
microcomputador com programa multitarefas Windows NT. Um nebulizador
pneumatico tipo “cross-flow” e um nebulizador ultra-sonico de fluxo continuo
(CETAC U-5000AT*) foram empregados para a geragao do aerossol, e uma bomba
peristaltica multicanal Gilson foi utilizada para a aspiracio da amostra. O gas
empregado no sistema foi argénio comercial. Apos o processo de nebulizagdao, a
amostra passa por uma tocha de quartzo com injetor de alumina padrao. Para detec¢ao
i6bnica, o instrumento é equipado com um multiplicador de elétron de dinodos
discretos com dois estagios. Seguindo as instru¢oes do manual do equipamento,
realizou-se a “Daily Performance” (teste para verificar as condi¢des instrumentais),
para verificar a resposta do desempenho do instrumento. As especificagdes de
desempenho tipicas sao apresentadas na Tabela 10. Esta tem como objetivo a
otimiza¢do do ponto de amostragem dos fons no plasma, bem como a vazio do gas

nebulizador.
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Tabela 10 — Especificacdes de desempenho tipicas para “Daily Performance” do

ELAN 6000. Adaptada de Elan-Training.?

Analito, 10 pg L1 Intensidade do Sinal
fundo, m/z 220 <30 cps
Rh >150.000 cps
Mg > 20.000 cps
Pb >100.000 cps
CeO*/Cet <0,03
Ba?*/Ba* <0,03

Se o desempenho for satisfatério pode-se proceder as analises. Caso as
especificagoes nao tenham sido encontradas, pode-se reduzir o sinal dos o6xidos
diminuindo-se a vazao do gas nebulizador e aumentando-se a poténcia de radio
freqiiéncia. O sinal dos fons de carga dupla pode ser diminuido reduzindo-se a poténcia
de radio freqiiéncia. De uma maneira, geral, todos os sinais podem ser melhorados
(aumento do sinal dos fons de carga simples e diminui¢ao do sinal dos fons éxidos
e/ou de carga dupla) aumentando-se a voltagem da lente idnica. Como os valores
obtidos encontravam-se dentro das especificacdes do fabricante, procedeu-se as
analises. Os parametros operacionais do instrumento utilizados para as analises estao

relacionados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Parametros operacionais do instrumento Elan 6000. PN : nebulizador

pneumatico e USN : nebulizador ultra-sonico.

Parametros operacionais PN USN
Cone e “skimmer” Platina Platina
Vazao do gas nebulizador 0,965 L min-! 0,7 L. min-!

Taxa de aspira¢ao da amostra
Poténcia do gerador RF
Potencial da lente i6nica para o Rh
Potencial do detector: puiso
analggico
Modo de leitura
“MCA Chanels”
Tempo de permanéncia
Tempo morto
Varreduras por leitura
Leituras por replicata
Replicatas
Operagao do detector
Unidade de medida
Processamento do sinal
“Auto lens”
dessolvatacao

condensacao

1,5 mL min!
1000 W
72V
1700 V
-2100V
“Peak Hopping”
1
25 ms
35 ns
25

2,5 mL min-!
1000 W
6,8V
1700 V
-2100V
“Peak Hopping”

1
25 ms
35 ns
25
2
2
“Dual”
cps
Média
“Opn”
125°C
0°C

3.2.2 — Reagentes, solugdes e material de referéncia

No preparo de todas as solucbes e amostras utilizou-se agua desionizada e

HNOj3 conforme ja descrito no item 3.1.2. Para a determinagdo do analito usou-se a

calibracao pelo método da curva analitica (calibragdo externa), sendo as solucdes

analiticas obtidas a partir das seguintes solugoes estoque multielementares:
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- ICP IV (Merck, n° 1.11355.0100) contendo Co, Cr, Mg, Mn, Cu, Sr, Pb,
Ni, Cd e Al;
- ICPMS 3 (SPEX, n° 7647-01-0) contendo Ir, Pd, Rh ¢ Ru.
- Solugao de Hg, As e Se preparadas a partir da dissolu¢do de reagentes de
alta pureza da SPEX, em HNO3 5% v/v.
A concentrac¢do dos analitos nestas solugoes estoque ¢ 10 ug L1, para todos
os analitos.
As solugdes analiticas foram preparadas em HNO;3 0,5% v/v, sendo a
concentra¢ao dos mesmos 0,1 a 0,5 pg L1 para As, Se, Ir, Pd, Rh e Ru; 0,52 2,5 ug L1
para Hge 1 a5 pg L1 para Co, Cr, Mg, Mn, Cu, Sr, Pb, Ni, Cd e Al

Outros reagentes e materiais usados ja foram citados em 3.1.2.

3.2.3 — Preparagao das amostras

Idem ao item 3.1.3, exceto para a etapa de solubilizagio com TMAH, que
nao foi realizada, tendo-se em vista que a introdugao de matéria organica no plasma é
problematica. A matéria organica neste caso seria procedente da amostra e do préprio
reagente.

3.2.4 — Corregdes de interferéncia isobaricas

A correcao das interferéncia espectrais sobre o »Ni, 82Se e 114Cd foi feita

pelo proprio “software” do ELAN 6000, através das seguintes equagdes elementares.

58N1: - (AS8FC/A56F@) . [50Fe = _0,003053 * T56Fe eq. 2
82Se: - (ASZKr/AEBKr) L I83Kr = _1’008696 * T83Kr eq. 3
114C(d: - (All4Sn/A1188n) CJ1188n = _03026826 * J1185n eq. 4

3.2.5 — Procedimento de preparagio das amostras

Apbs a coleta das amostras reais, estas foram submetidas aos processos de

lavagem e a abertura ja descritos em 3.1.3.2 e 3.1.3.4, respectivamente. Para as leituras
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no ICP-MS via nebulizacio pneumatica e ultra-sonica, as amostras foram diluidas 10

vezes, sendo utilizada a calibragiao pelo método da curva analitica (calibragao externa).

4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Otimizagao das condigées do forno

Inicialmente foram feitos testes quanto a menor quantidade de amostra a
ser usada na analise, baseando-se na concentracio dos elementos da amostra
certificada. Assim, para Ni, Cd e Pb, 0,125 mg de amostra de cabelo num volume final
de 50 mL, obteve-se bom sinal de absorvancia. Ja para As, devido a baixa concentragao
do elemento na amostra e ao relativamente alto LD da técnica, uma absorvancia
razoavelmente maior do que a do branco s6 foi obtida para um volume final de 5 mL.
Uma massa maior nao foi usada devido a alta viscosidade da solu¢io resultante. Ja na
solucdo resultante da digestao acida da amostra o sinal do As foi menor do que o sinal
do branco, nao podendo ser medida a sua concentragao.

A escolha dos modificadores foi feita de acordo com as recomendacoes do
fabricante. Assim, foram investigados os efeitos dos modificadores Pd(NO3)a,
NH4H:PO4 ¢ Mg(NO3)2, individualmente, ou dois de cada vez. Com a adigdo
simultanea de NH4H2PO4 e PA(NO3)2 o sinal atdmico do Pb foi o mais alto, além de se
observar uma diminuicio do sinal do fundo. Assim sendo, estes dois modificadores,
usados simultaneamente, foram selecionados para a determinacao de Pb. Quando foi
usada a mistura universal de modificadores [Mg(NOs3)2+ Pd(NOs)s|, também
recomendada pelo fabricante, ou somente PA(NOs3)2, o sinal atébmico de Pb foi menor
e sinal do fundo maior. Ja o Mg(NO3)2 e o NH4H2PO4, usados simultamente ou
separadamente, nao fixaram o Pb no tubo de grafite a fim de possibilitar o emprego de
temperaturas de pirdlise suficientemente altas para a remocao da matriz. Estudo
semelhante a0 do Pb foi feito para os outros analitos, assim o modificador quimico

escolhido para As ¢ Cd foi o Pd(INOs)2. Para Ni, nenhuma melhoria de sinal foi
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observada da presenca dos modificadores quimicos, assim a determinacao deste
elemento foi feita na auséncia de modificador quimico.

Uma vez que amostras biologicas decompéem-se termicamente produzindo
muita fuligem e fumaca, a etapa de pirdlise deve ser bem estudada com a finalidade de
remover tanto quanto possivel a matriz da amostra antes da atomizagao do analito,
diminuindo a possibilidade de interferéncia quimica e reduzindo a magnitude do sinal
do fundo. O sucesso de uma analise depende do estabelecimento das condigdes
corretas de pirdlise.

Dois objetivos conflitantes devem ser observados quando se determina o
tempo e a temperatura ideal de pirdlise:

- Um tempo de pirdlise suficientemente longo e uma temperatura de
pirdlise suficientemente alta, deveriam ser usados para volatilizar, tao
completamente quanto possivel, qualquer interferente ou aerossol,
produzidos pelos componentes da matriz.

- O tempo de pirdlise deve ser suficientemente curto e a temperatura
suficientemente baixa para garantir que nao ocorra qualquer perda do
analito nesta etapa.

Estes objetivos podem ser usualmente satisfeitos para elementos (ou
compostos) de baixa volatilidade em matrizes que sao facilmente carbonizadas ou
volatilizadas a baixas temperaturas.??

Na Figura 9 estdo apresentadas as curvas de temperaturas de pirdlise (Tp) e
atomizacdo (T,) obtidas para o Cd, em meio de TMAH, com e sem a presenca do
modificador quimico PdA(NO3)2, e em meio de HNOj3 na presenca deste modificador.
Para obter a curva de T, fixou-se a temperatura de atomizagao em 1600 °C e a curva
T, foi obtida com T, de 600 °C. Como pode se observar pela figura, o uso do
modificador quimico estabiliza termicamente o analito e permite, desta maneira, a
utilizacdo de uma T}, mais alta, uma vez que as maiores temperaturas sao desejadas para
destruir a matriz sem perdas do sinal do analito. A T. empregada foi escolhida de
maneira que o maximo sinal fosse obtido para o analito na menor temperatura
possivel, para minimizar o desgaste do tubo de grafite, pois temperaturas muito altas
reduzem a vida util do tubo. Uma vez que ficou evidenciada a melhoria proporcionada

pelo modificador quimico para este metal em meio de TMAH, niao foram realizados
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estudos da T}, e T, na auséncia do modificador quimico e na presenca de HNO:s.
Ainda, com relacao a Figura 9 pode-se salientar, que tanto em meio acido, quanto em
meio basico, as curvas de T}, e Ta sdo semelhantes, o que possibilita o emprego do
mesmo programa temperatura-tempo para ambos os reagentes, usados para a
preparacdo de amostra. A partir das curvas apresentadas nesta figura, a T}, de 600 °C foi
selecionada e empregada nas medidas posteriores, pois nessa temperatura nao se
observou mais sinal de fundo significativo, assegurando que a matriz ja havia sido
removida satisfatoriamente antes da etapa de atomizacao do analito. A T, escolhida foi

1500°C, também de acordo com a Figura 9.
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Figura 9 — Curvas de temperaturas de pirdlise (Tp) e atomizacao (Ta) para 9,5 pg de Cd
em [A] meio de TMAH 0,25% m/v e [B] em meio de HNO3 5% v/v. (a) curva de Tjp,
sem modificador quimico, (b) e (e) curva de T}, com 30 pg de Pd, (¢) e (f) curva de T,

com 30 p g de Pd e (d) curva de T,, sem modificador quimico.
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Na Figura 10 estao apresentadas as curvas de Tj, e T, obtidas para o Pb, em
meio de TMAH e de HNOj;, com o uso simultaneo dos modificadores quimicos
Pd(NO3)2 e NH4H2PO4, e em meio de TMAH, sem modificador. Para a obten¢ao da
curva T}, a temperatura de atomizagao foi fixada em 1800 °C e a curva T, foi obtida
com T}, de 900 °C. Os comportamentos das curvas de Tj, e T, sao semelhantes aos ja
discutidos para o Cd (Figura 9), sendo que a T}, de 900 °C foi selecionada e empregada

nas medidas posteriores. A esta temperatura, nao se observou mais sinal de fundo

significativo. A T, escolhida para Pb foi 1900 °C.
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Figura 10 — Curvas de temperaturas de pirdlise (T},) e atomizacdo (Ts) para [A] 3,6 pg
de Pb em meio de TMAH 0,25% m/v e [B] 7,2 pg de Pb em meio de HNOs 5% v/v.
(a) curva de T}, sem modificador quimico, (b) e (e) curva de Tp, com 15 pg de Pd e 0,2
mg de PO43, (¢) e (f) curva de T,, com 15 pg de Pd e 0,2 mg de PO43 e (d) curva de T,

sem modificador quimico.
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As curvas de Tp e T, obtidas para o As, em meio de TMAH, estio
apresentadas na Figura 11, empregando o modificador quimico Pd(NOs),. Para a
obtencdo da curva T}, a temperatura de atomizagao foi fixada em 2300 °C e a curva T,
foi obtida com T, de 1600 °C. Nao foi possivel obter-se o sinal do analito sem a
presenca de sinal de fundo elevado. Assim sendo, procurou-se utilizar uma T; que
produzisse o menor sinal de fundo possivel, dentro da faixa de correcio do
equipamento e sem perda significativa da sensibilidade. Desta forma, a T}, de 1600 °C
foi selecionada e empregada nas medidas posteriores. Nota-se ainda na Figura 11 que
para T, acima de 2400 °C, o sinal do analito aumenta, mas o sinal do fundo também

aumenta. Tendo-se em vista estes efeitos, a T, escolhida foi 2300 °C.
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Figura 11 — Curvas de temperaturas de pirodlise (T}) e atomizacao (T,) de 4,5 pg de As
em meio de TMAH 2,5% m/v, com 30 ng de Pd. (a) curva de Tp, (b) sinal de fundo
durante a otimizacao da Tj, () curva de T, e (d) sinal de fundo durante a otimizacao da

Ta.

As curvas de T}, e T, obtidas para o Ni, sem o uso de modificador quimico,
em meio de TMAH 0,25% m/v e HNO3 5% v/v estdo apresentadas na Figura 12. Para
a obtencao da curva Tp, a temperatura de atomizagao foi fixada em 2500 °C e a curva
T, foi obtida com T}, de 1300 °C. Como se pode observar, tanto em meio acido, quanto

em meio basico, as curvas de T}, e T, tém, respectivamente, 0 mesmo comportamento,
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o que possibilitou o emprego do mesmo programa temperatura-tempo para ambos os
reagentes. No entanto, em meio de TMAH, a sensibilidade ¢é cerca de 60% maior do
que em meio acido, possivelmente porque o analito presente neste meio ¢ parcialmente
volatilizado antes da sua atomizagdo ou o TMAH atua como modificador quimico. A
partir das curvas apresentadas nesta figura, a T, de 1300 °C foi selecionada e

empregada nas medi¢oes posteriores, pois nessa temperatura observou-se um menor

sinal de fundo. A T, escolhida foi de 2400 °C, também de acordo com a Figura 12.

0,20
w
= 4
g 016
<
&
2 0121
|
8
Q ]
g 008
N
g
2 0,041
0
<

0,00

L e e L R B B S R B B
500 1000 1500 2000 2500

Temperatura, °C

Figura 12 — Curvas de temperaturas de pirdlise (Tp) e atomizacdo (T.) obtidas para 5
pg de Ni em meio de TMAH 0,25% m/v e de 3,2 pg de Ni em meio de HNO3 5%
v/v, sem modificador quimico. (a) cutva de Tp, em meio de TMAH, (b) cutva de Ty,
em meio de HNOs3, (¢) curva de T,, em meio de TMAH e (d) curva de T, em meio de
HNO:s.

Nao foi possivel determinar a concentracio de Se na amostra solubilizada
com TMAH, pois como se observa na Figura 13, para o Se presente na solu¢io da
amostra, a sensibilidade para o elemento é muito reduzida. Ja em solucdo analitica,
também na presenca de TMAH, este introduzido no tubo de grafite separadamente e
em quantidade equivalente ao presente na amostra, a sensibilidade é razoavel para o Se.
Pode-se concluir que ha a existéncia da interferéncia provocada pela matriz, pois, de
alguma maneira, a mesma esta suprimindo o sinal do analito. Assim, o LD do Se ¢ alto,

inviabilizando a sua determinacdo em amostras de cabelo, por ETAAS. Também nao
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foi possivel determinar a concentracao de As na amostra digerida com 4cido, tendo-se
em vista a elevada acidez, uma vez que o LD do As ¢é alto em ETAAS,
impossibilitando a dilui¢do da solugao resultante da digestao.

Também foram feitas tentativas para determinar Hg por ETAAS,
empregando-se o modificador quimico Pd(NO3)2, conforme proposto por Welz e al*!
Devido a necessidade de uma temperatura de pirdlise de no minimo 600 °C para a
completa remog¢ao da matriz, a perda do analito antes da etapa de atomizacao ¢
inevitavel nesta temperatura, pois conforme os autores, esse modificador permite a T,
de até no maximo 450 °C. O modificador nao consegue estabilizar o Hg a temperaturas
maiores, devido a sua alta volatilidade.

A baixa concentracio de Hg presente na amostra de cabelo humano,
resultou na necessidade da obtencio de uma solucao da amostra contendo alta
concentracao de matriz, para que fosse possivel adequar a concentragiao do analito com
relagdo ao se LD instrumental. Isto implicou na necessidade de temperatura de pirdlise
alta e de um intervalo de tempo acima do recomendado pelo autores, para possibilitar a
remocao da matriz. A Tp de 600 °C se fez necessaria entdo, no entanto, essa
temperatura ¢ muito elevada para a determinagdo do Hg na presenca de Pd(NO3)y,

levando a volatilizaciao do analito antes da etapa de atomizagao.
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Figura 13 — Curvas de temperaturas de pirdlise (T}) e atomizacdo (T,) para o Se em
meio de TMAH 2,5% m/v, com 30 pg de Pd. (a) curva de T}, para solu¢io da amostra
contendo 50 pg L1 de Se, (b) curva de T, para solugao da amostra contendo 50 pg L1

de Se e (c) curva de T, para solugio analitica contendo 50 pg L1 de Se.
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Os sinais transientes do As, Cd, Ni e Pb em meio de TMAH estio
apresentados na Figura 14. Como se observa nesta figura, os sinais transientes obtidos
para as solucbes analiticas foram semelhantes aos da amostra, para cada analito
investigado. Isto evidenciou a possibilidade de uso da calibra¢ao do equipamento pelo
método da curva analitica em meio de TMAH.

Pode-se comprovar que o programa temperatura-tempo do ETAAS foi
otimizado de maneira correta, pois nenhuma interferéncia de matriz foi evidenciada.
Isto porque a temperatura de pirdlise empregada removeu, tanto quanto possivel, a
matriz da amostra antes da etapa de atomizagao do analito, diminuindo, desta maneira,
a possibilidade de interferéncias quimicas e reduzindo a magnitude do sinal de fundo,

ficando este ao nivel do sinal de fundo da solucao analitica.
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Figura 14 — Sinais transientes dos analitos nas solu¢Ges da amostra e solucdes
analiticas, em meio de TMAH 0,25% m/v para Cd, Ni e Pb e para As em meio de
TMAH 2,5% m/v. A linha continua representa o sinal atomico e a pontilhada o sinal
de fundo. (a) solugao analitica com 20 ug As L1, (b) solu¢ao da amostra com 20 pg As
L1, (c) solugao analitica com 1 ug Cd L1, (d) solu¢ao da amostra com 1,25 ug Cd L,
(e) solugdo analitica com 20 pug Ni L1, (f) solu¢io da amostra com 25 pg Ni L1,
(2) solucao analitica com 10 pg Pb L1 e (h) solucao da amostra com 10 ug Pb L.
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4.2 — Durabilidade do tubo de grafite

A durabilidade do tubo de grafite (vida util) foi definida por Dymott ez a/4?,
segundo eles, a vida tutil de um determinado tubo ¢é o periodo de uso até o ponto onde:

- o numero de ciclos para os quais a sensibilidade atual, comparada com a

inicialmente medida, nao varia por mais de 25%, ou quando;

- 0 desvio padrio relativo (RSD) torna-se cinco vezes maior que o

medido inicialmente.

Pode ser observado pela Figura 15, que o teste da durabilidade do tubo de
grafite, realizado para o Cd na amostra de cabelo humano, mostrou ser possivel
realizar, pelo menos, 1000 ciclos se leitura do Cd, tanto em meio alcalino como em
meio acido, sem perdas significativas do analito ou aumento significativo do RSD. Isto
indica que o TMAH e o HNOs3, na concentraciao usada, nao sio nocivos para o tubo

de grafite. Nao foi realizado o teste para os outros elementos.
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Figura 15 — Vida util do tubo de grafite, para o Cd na amostra de cabelo humano, em
[A] solu¢io da amostra com 1,15 pg L? de Cd em HNO3 5% v/v e [B] solucio da
amostra com 0,55 pg L1 de Cd em TMAH 0,25% m/v. (a) absorvancia integrada/s e

(b) desvio padrio relativo para cada 20 medidas.
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4.3 — Curvas analiticas e figuras de mérito

A Tabela 12 apresenta os parametros das curvas analiticas de As, Cd, Ni e
Pb obtidas por ETAAS, com seus respectivos intervalos de concentragao. Todas as
curvas apresentaram bons coeficientes de correlacao (R), R > 0,999, para todos analitos
investigados, e tanto a sensibilidade (a, inclinacao da curva), como a massa
caracteristica (mo, massa que produz uma absorvancia integrada de 0,0044 s) foram
semelhantes, para os dois métodos de preparacio da amostra estudados.

A diferenca de mo para o As, Cd e Pb, em comparagdo com o valor
informado pelo fabricante do equipamento, pode ser atribuida ao fato de que o valor
informado foi obtido a partir de solu¢ao analitica convencional, ou seja, em meio de
HNO;3 0,2% v/v e uso de lampadas EDL, as quais proporcionam uma melhor razio
sinal/ruido. A diferenca de mo pode ser atribuida também ao emprego de um outro
modificador quimico, que no caso foi o PO43. No entanto, esse modificador quimico,
mostrou-se menos eficiente na remocao da matriz de cabelo, resultando num sinal de
fundo elevado. O Pd mostrou-se mais eficiente na remocao da matriz, minimizando as

possiveis perdas.

Tabela 12 — Limites de detec¢iao (LD) e parametros das curvas analiticas de As, Cd, Ni
e Pb obtidas por ETAAS. IC: intervalo de concentra¢ao; mo: massa caracteristica; a:
inclinacao, LD: limite de deteccao e R: coeficiente de correlacio. *Valor informado

pelo fabricante do equipamento.

TMAH HNO;
IC mo*
Analito a LD my a LD my
ngLh)  (ro) . . R o . R

(g LYt (ug LY (Pg) (gLH' (gL’ rg)
As 15-75 15,0 0,00484 0,875 0,99963 27,3
Ccd 025-2,50 0,35 0,13951  0,0225 0,99977 0,63 0,13784 0,01 099992 0,64
Ni 5-25 13,0 0,00804 035 09997 109 0,00805 0,375 099956 10,9
Pb 10 - 50 10,0 0,00503 1,175 0,99991 17,5 0,00496 0,875 099986 17,7

A Tabela 13 mostra os coeficientes de regressao linear das curvas analitica e

a sensibilidade das mesmas, obtidas por ICP-MS para os analitos em HNOs3, com a
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introdugdao da amostra no plasma via nebulizagio pneumatica (PN) e ultra-sonica
(USN). Observa-se que as curvas analiticas apresentam bons coeficientes de correlagao,
sendo melhores quando a PN ¢ utilizada. Isto pode ser devido as flutua¢ées da USN,
ou pelo tempo de espera na estabilizagao da nebulizagio ter sido insuficiente antes da
introdug¢do do aerossol no plasma. No entanto, a USN proporciona melhor
sensibilidade, em compara¢io com a PN, ou seja, a sensibilidade aumentou de um
modo geral, em mais de trés vezes. Desta maneira alguns analitos apresentam limites de

deteccdo (LD) melhores quando a USN é empregada.

Tabela 13 — Parametros das curvas analitica dos analitos em HNO3 0,5% v/v, obtidas
por ICP-MS, utlizando nebulizagio pneumatica (PN) ou ultra-sonica (USN).
IC: intervalo de concentracao; a: inclinagao, R coeficiente de correlagio ao quadrado,

LD: limite de detec¢do e nde: nao determinado.

IC PN USN
Analito (ng L) a R2 LD a R2 LD
(ng L)1 (ng L) (ng L)1 (ng LY

Mg 1-5 838448 0999523 3407023 0999079 39
N 1-5 1329284  0,99999 2 44588,11  0,998549 g4
2Cr 1-5 2026306 0999954 g4 6846135 0999717 57
"Mn  1-5 3108976 0999954 3 9617323 0999813 14
¥Co 1-5 2590229 0999964  09q 7950749 0999621 00
*Ni 1-5 1300292 0999965 73 4112508 0999884 45
®Cu 1-5 1326211 0999952 ¢ 4425559 0999713 49
"As  01-05 392609 0999924 g 8501,04 0999648 o
“Se  0,1-05 68443 099925 7 2416 0,998294  gg
®gr 1-5 5818689 0999943 (g 1632399 0,999834 54
2Ru  0,1-0,5 2009937 0999955  nd, 6594927 0999659  nd,
Rh  0,1-05 59073,19 0999922  nd, 186870,72  0,999927  nd,
pd  0,1-05 1104036 0999051  nd, 5320544 0994864  nd,
14Cd 1-5 1349622  0,99996 30 3229279 0999687 20
BT 01-0,5 3546809 0999961  nd, 12299886  0,999623  nd,
MHg  05-25 895608 0999662  7g 1896159 0997174 o4

b

25p, 1-5 3985535 0999981 5+ 118853,04  0,999529 45

b b
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4.4 — Resultados obtidos para a amostra certificada

Os resultados obtidos para as concentracdes de As, Cd, Ni e Pb medidas na
amostra certificada, por ETAAS, siao apresentados na Tabela 14. Observa-se que todos
os valores obtidos concordam com os valores certificados, exceto para o Ni em
HNOs. Todos os valores da tabela foram submetidos a testes estatisticos (Teste t de
Student e Teste F), podendo-se afirmar com 99% de certeza que nao diferenca
significativa entre o valores certificados e os medidos, exceto para o Ni em HNOs.
Logo, com relagao a Cd e Pb os estes estatisticos mostraram, com 99% de certeza, que
o novo método desenvolvido nio difere significativamente do método de referéncia.

O As nio foi determinado em meio HNOj3, porque a sua concentragao na
amostra esta abaixo do LD. Ainda, pode-se observar nesta tabela, que em meio de
TMAH, os desvios padrao relativos foram melhores que em meio de HNO3, sendo os

limites de detecgdao proximos nos dois meios.

Tabela 14 — Concentra¢oes obtidas para As, Cd, Ni e Pb na amostra certificada (GBW
09101), por ETAAS, a um nivel de confianca de 95%; n=15, sendo 5 leituras para cada
replicata; Vg: valor encontrado, RSD: desvio padrio relativo, LD: limite de detecgao e

V¢ valor certificado.

TMAH HNO,
Analito v, RSD LD v, RSD LD Ve
we/) () (/) 0e/D vy g P
As 059+005 34 035 - 175 0,59+0,07
Cd  0088+0,007 34 0,009 0,101 £0,022 8,9 0,004 0,095+ 0,012
Ni 3224035 44 0,14 208+032 65 015 3174040
Pb 7,75+037 19 047 785154 79 035 72%0,7

Os resultados obtidos por ICP-MS para as concentra¢oes de Mg, Al, Cr,

Mn, Co, Ni, Cu, As, Se, Sr, Cd, Hg e Pb na amostra certificada, estdo apresentados na
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Tabela 15, para ambos os métodos de nebulizacdo utilizados. Os dados da tabela
mostram que, para grande parte dos elementos, os valores de concentragao
encontrados estao em boa concordancia com os valores certificados. Os testes
estatisticos mostraram que para um limite de confianca de 99%, as medidas das
concentragoes de Mg, Cu, Se, Al, As, Cd e Pb, com introducao da amostra no plasma
via PN, e as de Mg, Mn, Cu, Se, Al, Cd e Hg via USN, nio diferem significativamente
do valor certificado. Além disso os resultados obtidos para Mg, Cu, Se, Al ¢ Cd nos
dois métodos de introdu¢ao da amostra no plasma, nao diferem significativamente a
um nfvel de confianca de 99%, de acordo com os testes estatisticos empregados. Para o
Ni, tanto com PN ou com USN, os valores obtidos ficaram bem abaixo do wvalor
esperado, no entanto, os resultados foram semelhantes ao encontrado por ETAAS
para este metal em meio acido (Tabela 14), numa nova abertura (em triplicata) da
amostra de cabelo certificada, indicando que provavelmente ocorre perda de Ni, por
formagao de um composto volatil, ou composto insolivel durante a etapa de digestio
da amostra.

Outro fato que pode ser ressaltado, ¢ que tanto os resultados de As quanto
os de Se niao foram bons com o uso da USN; o valor encontrado para o As foi bem
acima do esperado, o que pode ter sido ocasionado, talvez, por efeito de memoria. O
Se apresentou altos RSDs, possivelmente, ocasionados por perdas nao reprodutivas do
analito durante a etapa de digestio da amostra, pois o metal é bastante volatil,
ocasionando varia¢Oes nas concentragoes das trés aliquotas e refletindo-se nos RSDs.
Para o Hg, o valor encontrado com a PN ficou abaixo do valor certificado, mas com a
USN o valor obtido situou-se dentro do intervalo de confianca do valor certificado.
Para o Pb, tanto com a PN como com a USN, os valores encontrados ficaram um
pouco acima dos certificados, talvez por efeito de memoria, sendo mais evidenciado

com USN.
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Tabela 15 — Concentragoes dos analitos na amostra certificada (GBW 09101),
utilizando nebulizacio pneumatica (PN) e ultra-sonica (USN) para introduciao da
amostra no ICP-MS. A incerteza esta baseada num intervalo de confianca de 95%;
n = 15, sendo efetuadas 5 leituras para cada replicata; Vg: valor encontrado; RSD:

desvio padrio relativo; LD: limite de detecgao e Vc : valor certificado.

Elementos essenciais e outros

PN USN v
C
Analito Vg RSD LD Vi RSD LD
. , (hg/g)
(g/g) (B (ng/g) (g/g) () (ug/g)
Mg 1137 2,69 0,013 110£7 233 0,077 1056

52Cr 4,69 £ 0,02 0,22 0,019 397+0,10 1,13 0,011 4,77 + 0,38
55Mn 2,63+ 0,10 1,63 0,0070 281047 6,67 0,022 2,94 £ 0,20
¥Co 0,105%+0,007 2,74  0,0018 0,113 +0,007 2,25 0,0018 0,135+ 0,008
63Cu 243+15 2,32 0,012 26,517 2,59 0,013 23014
82Se 0,54 +0,20 14,67 0,14 030+0,2 24,04 0,17 0,58 + 0,05
88Sr 4,85+ 0,20 1,69  0,0018 525+0,35 2,72 0,0047 419014

Elementos toxicos

PN USN v
C
Analito Ve RSD LD Ve RSD LD
. , (hg/g)
(ng/g) (%)  (ng/g) (ng/g) (%)  (ng/g)
21A1 124+05 122 0,12 11,507 296 0,36 133+23

BNi 212+032 602 0,044 2204030 526 00088 3,17+ 040
5As  0,60+005 3,18 0,018 2624027 425 0038  0,59+0,07
WCd  0,087+0,325 150,44 0,059  0,099+0,002 075 0,039 0,095+ 0,012
22Hg  092+0,05 1,76 0,015 195+022 436 0040  216+021
28Pb  85+1,0 438  0,0053 95+07 3,56 00088  72+07
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Como se pode verificar na Tabela 15, de um modo geral, os RSDs sio
proximos, mas ligeiramente maiores com a USN, comparando-se os dois modos de
introdugdo da amostra no plasma. O caso ¢ mais grave para o Cd, quando a PN ¢
utilizada, apresentando uma grande flutuacio nos valores obtidos. Os LDs
encontrados para ambos os métodos de introdu¢ao da amostra ficaram, de um modo
geral, bastante proximos, apesar da maior sensibilidade proporcionada pela USN. O
tempo de leitura e de limpeza podem ter sido insuficientes na USN, resultando no
aumento dos RSDs.

Para uma melhor comparacao entre os valores obtidos e os valores
certificados, os resultados apresentados nas Tabelas 14 e 15, também sdao apresentados
na Figura 16. Pode se observar nesta figura, que o valor obtido mais préximo do valor
certificado é obtido em meio de TMAH, por ETAAS, para uma concentracdo proxima
a 8, valor esse referente ao Pb. Os coeficientes de correlagio mostraram que 0s
maiores desvios ocorrem quando o analito ¢ determinado em meio acido por ETAAS,
como se pode observar na figura, obtendo-se R = 0,98015. Os coeficientes de
correlacdo para o analito em meio de TMAH e por PN foram mais concordantes,
apresentando R = 0,99968 e R = 0,9997, respectivamente. Logo, um menor desvio
ocorre entre os valores observados e os valores certificados. Para analito em meio

acido quando ¢ introduzido no plasma por USN, o coeficiente de correlagao foi

0,99894.
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Figura 16 — Correlacao entre valores certificados e obtidos por ETAAS e ICP-MS.

A Figura 17 apresenta a correlagao entre os valores obtidos por ICP-MS via
PN e USN (Tabela 15). Pode-se observar por esta figura, que valores maiores de
concentracao sio encontrados via USN, sendo o R = 0,99943, indicando que para
maioria dos elementos, os resultados obtidos entre os dois modos de introducao de

amostra no plasma sao relativamente concordantes.
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Figura 17 — Correlagao entre valores obtidos via nebulizacio pneumatica (PN) e ultra-

sonica (USN).

Com base nos testes estatisticos efetuados (Teste t de Student e Teste F),
comparando-se os valores certificados, com os resultados obtidos para As e Pb por
ETAAS e ICP-MS via PN, e Cd por ETAAS e ICP-MS via USN, nio existem

diferencas significativas a um nivel de confianca de 99%.

4.5 — Amostras reais

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para as concentragdes de As,
Cd, Ni e Pb nas amostras reais, dissolvidas com TMAH, por ETAAS. Os valores
obtidos quando, comparados com os intervalos de referéncia, propostos por Miekeley

et alll, estao abaixo do nivel de intoxicacao, com excecao de As na amostra 3.
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Tabela 16 — Concentracoes dos analitos nas amostras reais tratadas com TMAH e
medidos por ETAAS. Todos os valores sao em pg/g. PUC-Rio: valores propostos por
Miekeley e alll; n = 10.

Amostras
Analito PUC-Rio!!
1 2 3 4 5 6

As <0,35 <0,35 0,44%0,16 <0,35 <0,35 <0,35 <0,15
Cd  0,085£0,003 0,054+0,004 0,169+0,003 0,056£0,004 0,027+0,001 0,148+0,003 <0,30
Ni  034#002 0274003  0,20+0,04  023+0,02 0424005  0,60+0,03 <0,60
Pb 0,90,1 4,6+0,2 2,140,2 1,620,1 0,7+0,1 1,040,1 <93

0,35 é o LD de As no método

A Tabela 17 apresenta as concentragoes obtidas por ICP-MS, usando-se a
calibracao pelo método da curva analitica, para Mg, Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, As, Se, St,
Cd, Hg e Pb nas amostras reais 1,2 e 3, tratadas com HNO3 e utilizando a PN para a
introdu¢dao da amostra no plasma. Diversos valores de concentracao ficaram fora do
intervalo de referéncia e nao foram detectados a presenca de Ru, Rh, Pd e Ir nas
amostras. Os valores obtidos nas amostras reais para o As e Pb em meio de TMAH
por ETAAS (Tabela 16) e em meio de HNO3 por ICP-MS via PN (Tabela 17), podem

ser comparados com confiabilidade, e observa-se que os valores foram préximos.
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Tabela 17 — Concentracoes dos analitos nas amostras reais, tratadas com HNO3 e

medidas por ICP-MS, utilizando a PN para a introducdao da amostra no plasma. Todos

os valores sao em pg/g; n = 10; PUC-Rio: valores propostos por Mickeley ef a/.!1

Elementos essenciais e outros

Amostras
Analito PUC-Rio!!
1 2 3
Mg 31,6 £0,1 32,6 £0,3 8,93+0,5 13-73
2Cr 3,95+0,23 4,32 +£0,12 2,46 £ 0,05 < 0,30
»Mn 0,509 + 0,001 0,226 = 0,002 0,186 £ 0,012 0,15-1,2
»Co 0,0399 + 0,0026  0,0111 +0,0002  0,00694 + 0,00004 0,003 - 0,03
03Cu 9,04 £0,21 7,39 £ 0,04 10,1 £ 0,052 10 - 32
828e 0,3323 £ 0,0009 0,33 0,06 0,30 £ 0,08 0,8-1,5
8Sr 3,05£0,03 2,225 + 0,002 0,280 = 0,013 0,60 - 4,3
Elementos toxicos
Amostras
Analito PUC-Rio!!
1 2 3
2TAl 13,3+0,3 153+ 0,4 13,2+ 414 <14
8N1 < 0,044 < 0,044 < 0,044 < 0,60
5As 0,032 = 0,006 0,044 = 0,006 0,18 £ 0,07 <0,15
114Cd 0,597 + 0,761 0,188 £ 0,040 0,282 % 0,006 < 0,30
202Hg 0,346 + 0,037 0,306 £ 0,017 0,345 + 0,024 <23
208Pb 0,795 + 0,004 3,74 £ 0,58 3,26 £ 0,80 <93

0,044 é o LD de Ni no método
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As concentragdes de Mg, Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, As, Se, St, Pd, Cd, Ir, Hg
e Pb nas mesmas amostras reais 1, 2 e 3, tratadas com HNO3 e medidas por ICP-MS,
utilizando a USN para introdu¢ao de amostra no plasma sao apresentadas na Tabela
18. Para diversos elementos, as concentracoes também ficaram fora do intervalo de
referéncia e nao foram detectados a presenca de Rh e Ru nas amostras.

Os valores obtidos para o Cd em meio de TMAH por ETAAS (Tabela 16)
e em meio de HNO3 por ICP-MS via USN (Tabela 18), podem ser comparados com
confiabilidade, e se observa que os valores nao foram concordantes, porque, os valores
de concentracio nas amostras reais estao proximos ao limite de detec¢ao obtido pelo
ICP-MS via USN, resultando em aumento do valor do desvio padriao, como se observa
para a amostra 1. No entanto, os resultados de concentragao para o Cd, obtidos por
ETAAS em meio de TMAH s3o mais confiaveis, pois o limite de detec¢ao obtido foi

quase 2,5 vezes melhor do que o obtido por ICP-MS com USN.
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Tabela 18 — Concentracoes dos analitos nas amostras reais, tratadas com HNO3 e

medidas por ICP-MS, utilizando a USN para a introducio da amostra no plasma.

Todos os valores sao em pg/g; n.a.: nao analisado; n = 10; PUC-Rio: valores propostos

por Miekeley e al!l

Elementos essenciais e outros

Amostras
Analito PUC-Rio!!
1 2 3
24Mg 36,7+ 0,3 36,1+ 14 9,58 + 0,7 13-73
32Cr 3,58 0,16 401 +0,12 1,82 + 0,06 < 0,30
Mn 0,496 % 0,008 0,213 + 0,012 0,183 + 0,017 0,15-1,2
¥Co  0,0425+0,0027 0,0173+0,0002  0,0107 £0,0001 0,003 - 0,03
6Cu 9,06 + 0,04 7,51 £0,15 10,5+ 0,3 10 - 32
828¢ 0,088 + 0,331 <0,17 <0,17 0,8-15
88Sr 3,07 £ 0,03 2,21 +0,99 0,279 + 0,021 0,60 - 4,3
0,17 ¢ 0 LD de Se no método
Elementos toxicos
Amostras
Analito PUC-Rio!!
1 2 3
2Z7Al 15,4 +0,03 17210 15,5+5,5 <14
8Ni 0,441 + 0,108 0,245 + 0,028 0,0997 + 0,0450 < 0,60
>As 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,49 + 0,18 <0,15
106pd 0,54 + 0,02 0,73 + 0,03 0,63 +0,19 n.a
H4Cd 0,55 + 0,74 0,030 + 0,070 0,16 + 0,05 < 0,30
193¢ 0,0020 £ 0,0003  0,0018 + 0,0004  0,0030 * 0,0001 n.a
202Hg 1,19 0,10 1,06 + 0,01 1,09 0,01 <23
<93

208Pb 0,78 + 0,03 3,7+0,1 3,3+0.,8
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A amostra de cabelo quando submetida a abertura acida, para analise por
ICP-MS usando PN ou USN para a sua introduciao no plasma, demonstrou ser uma
matriz relativamente simples e que nao apresenta maiores problemas de efeito de
matriz, para a grande maioria dos analitos, uma vez que se obteve resultados
concordantes de concentragdo para a amostra certificada. Os valores das amostras
reais, também estiveram em boa concordancia entre os dois métodos de introducao de
amostra no plasma via nebulizagdo. Dessa maneira, a PN pode ser empregada sem
maiores problemas, uma vez que seu custo é bem menor e o consumo de amostra é
relativamente mais baixo que na USN. Contudo vale ressaltar, que dependendo do
interesse da analise e dos analitos a serem quantificados, como no caso do Mn, Ir, Pd,

Cd, Hg e Ni, a USN demonstrou ser mais conveniente do que a PN.
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5 - CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados anteriormente algumas conclusoes
podem ser tiradas para o método proposto de preparacio da amostra por hidrolise

alcalina:

- O método mostrou-se adequado para analise por ETAAS, permitindo a

calibracao do equipamento pelo método da curva analitica.

- Este método tem baixo custo, devido ao pequeno consumo de reagente
e amostra, emprega pouca vidraria e os materiais utilizados sao
relativamente simples e comuns em todos laboratérios de quimica

analitica.

- Os limites de deteccdo encontrados podem ser melhorados,
empregando-se uma maior quantidade de amostra e/ou diminuindo o

volume final da diluicao.

- O método ¢ rapido na preparacio da amostra, apresenta menor
possibilidade de contaminacbes e perdas dos analitos mais volateis,
permitindo as quantifica¢Ges reais de Cd, Ni e Pb nas amostras. Para o
As, o método s6 ¢ aplicavel em individuos expostos a contaminagao

pelo metal.

- O método poderia ser empregado para outros elementos, assim como

outros tipos de amostras bioldgicas.
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Para o método de preparagao da amostra com meio acido, pode-se concluir

- O método mostrou-se adequado para analise de Cd e Pb por ETAAS e
para quase todos os analitos investigados por ICP-MS, utilizando a via

PN ou a USN para a introdu¢ao da amostra no plasma.

- O método requer um maior tempo de preparagdo, consome mais

reagente e amostra e emprega uma quantidade maior de vidraria.

- Apresenta problemas na determinagao de Ni e ndo permite a determinag¢ao de

As por ETAAS, porque o LD ¢ relativamente alto.

- Naio apresenta maiores problemas de efeito de matriz, ou a presenca de
interferéncia em ICP-MS, demostrando que a solu¢do da amostra obtida pela
digestdo acida resulta numa matriz relativamente simples, uma vez que se
obteve resultados concordantes de concentracio, com relacio a amostra
certificada, para maioria dos analitos investigados, empregando-se a PN e a

USN para introduzir a amostra no plasma.
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