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RESUMO

Titulo: Determinagcdo de Na, K em amostras biolégicas e Hg em alcool
combustivel por Espectrometria Atbmica.

Autora: Caroline Santos da Silva

Orientador: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Co-orientadora: Profa. Dra. Mariana Antunes Vieira

No Capitulo 1, um novo procedimento baseado na solubilizacdo de
amostras de carnes processadas utilizando hidroxido de tetrametilaménio
(TMAH) foi desenvolvido para a determinacao de Na e K por Espectrometria de
Emissdo Atbmica com Chama (F AES). A metodologia proposta foi validada
através de testes de adicdo e recuperagao de analito, bem como, utilizando
diferentes procedimentos de decomposicdo na presenca de &cido nitrico ou
acido férmico, seguido da aplicacdo de testes estatisticos, os quais nao
apresentaram diferencas significativas entre os resultados quando comparados,
com um nivel de confianca de 95% pelo Teste t de Student. Limites de
deteccdo (LOD) de 0,8 pg g’ para Na e 2,0 pug g para K foram obtidos
utilizando o TMAH. O método proposto mostrou-se simples, requerendo uma
pequena quantidade de amostra e reagentes, provando ser eficiente na
solubilizacdo das amostras analisadas para posterior determinacdao dos
respectivos analitos. O potencial da sua aplicacdo em outros tipos de amostras
e analitos é evidente.

No Capitulo 2, um novo procedimento baseado na exposicdo das
amostras de alcool combustivel a radiacdo UV na presenca de &acidos
organicos de baixo peso molecular foi desenvolvido para a determinacao de Hg
total a partir da forma inorganica e organica (Hg?*, CHsHg* e CHsCH:Hg") por
geracao fotoquimica de vapor frio acoplada a espectrometria de absorcao
atdmica (photo-CV-AAS). Para cada espécie, as condicdes étimas da geragao
fotoquimica foram investigadas, tal como o efeito das concentragdes dos
reagentes empregados no preparo das amostras, que também fornece a
melhor condicdo de formacao dos radicais no reator fotoquimico, o tempo de

exposicdo da amostra frente a radiacdo UV e a vazao do gas carreador. A
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exatiddo do método foi validada através de testes de adicdo e recuperacao
para cada espécie de Hg estudada e também para o Hg total (mistura das
espécies investigadas) empregando a calibracdo convencional com alcool
bidestilado e padrao inorganico. Os resultados obtidos para as recuperacoes
foram satisfatérios, ficando entre 91 a 107%, utilizando tanto o sistema
comercial adaptado photo-CV-AAS 1 e também pelo sistema photo-CV-AAS 2,
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa. Os limites de detecg¢ao ficaram
entre 0,10 a 0,20 pg L' para o Sistema 1 e de 0,06 a 0,09 pg L™ para o sistema
2. Os desvios padrao relativos foram sempre menores que 4,5 %,
possibilitando dessa forma a determinacdo de Hg total em alcool combustivel
por photo-CV-AAS. De um modo geral, podemos dizer que a metodologia
proposta apresenta uma sensibilidade adequada, sendo muito simples e
barata, com excelente frequéncia analitica permitindo uma facil implementagao
para o uso em andlise de rotina, além de promover a quimica verde.
Certamente, o uso da geragao fotoquimica de vapor poderd ser empregada
com sucesso em outras amostras de combustivel, assim como sua
aplicabilidade devera ser adequada para a determinagcao de outros elementos
ainda nao investigados.

Palavras-chave: so6dio, potassio, mercurio, carnes processadas, alcool
combustivel, geracao fotoquimica de vapor, Espectrometria atémica.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Dissertacao de Mestrado em Quimica

Pelotas, Fevereiro, 2011.



XIV

ABSTRACT

Title: Determination of Na, K in biological samples and Hg in ethanol fuel by
Atomic Spectrometry

Author: Caroline Santos da Silva

Academic Advisor: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Academic Co-Advisor : Profa. Dra. Mariana Antunes Vieira

In Chapter 1, a new procedure based on solubilization of the processed
meats samples using tetramethylammonium hydroxide (TMAH) was developed
for the determination of Na and K by flame atomic emission spectrometry
(F AES). The proposed methodology was validated through tests of addition
and recovery of analyte, as well as using different decomposition procedures in
the presence of nitric acid or formic acid after application statist test, which
showed no significant differences between the results compared with a
confidence level of 95% with application test t of Student. Limit of detection
(LOD) 0.8 ug g for Na and 2.0 ug g for K were obtained using TMAH. The
proposed methodology is very simple, requiring small amounts of sample and
reagent, proving to be efficient in solubilization of the analyzed samples for later
determination of the respective elements. The potential for application to other
sample types and analytes is evident.

In Chapter 2, a new procedure based on the exposure of fuel ethanol samples
to UV radiation in the presence of organic acids of low molecular weight was
developed for determination of total Hg from inorganic and organic species
(Hg2", CH3Hg" and CH3;CH2Hg") by photochemical vapor generation coupled
with atomic absorption spectrometry (photo - CV-AAS) using different kinds of
systems for vapor generation. For each species, the optimum conditions for the
photochemical generation were investigated such as the effects of
concentrations in medium of sample preparation, time of exposure to UV
radiation from the sample and carrier gas flow rate. The accuracy was
evaluated through tests of addition and recovery of analyte individually and in a
mixture of all species of the metal in fuel ethanol samples, using calibration
standards in media with bidestilled alcohol. The recovery results were

satisfactory (91-107%) for different species of analyte in both medium of sample
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preparation, either in the commercial system (1) as in the adapted system (2).
Limits of detection were obtained in a range from 0.10 to 0.20 ug L™ for the
commercial system and from 0.06 to 0.09 pug L for the adapted system for
all addition and recovery tests, enabling the determination of total Hg. The
proposed methodology is sensitive, simple and inexpensive, and promotes the
“green” chemistry. The potential for application to other sample types and
analytes is evident.

Key-words: sodium, potassium, mercury, meat processed, ethanol fuel,
photochemical vapor generation, atomic spectrometry.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Master Dissertation in Chemistry

Pelotas, February, 2011.
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CAPITULO 1



1. Introducao

A pecudria nacional, atualmente, ¢ uma das maiores e mais rentdveis atividades
do agronegdcio brasileiro. A carne bovina € um dos itens mais importantes da dieta
alimentar da populacdo brasileira e do ponto de vista nutricional, € uma importante
fonte de nutrientes e proteinas [1].

O Brasil vem se tornando um pais muito competitivo no mercado internacional,
devido ao crescimento gradativo nos dltimos anos no que diz respeito a producdo e
exportacdo de diversos produtos alimenticios, principalmente da carne bovina que €
alvo de destaque, visto que, pode chegar a custar até um terco da produzida na Europa.
No entanto, a exportacdo da carne bovina esta enfrentando um crescente processo de
evolucdo e reestruturacdo para obter ganhos de produtividade e qualidade, e essa
inser¢do no mercado internacional vem dando origem a crescentes transformacoes
estruturais nas industrias exportadoras e na cadeia produtiva como um todo. Ao mesmo
tempo, o mercado externo tenta de alguma forma criar cendrios desfavordveis a
importagdo desses produtos com o propdsito de favorecer e proteger os produtores
locais através de subsidios agricolas ou criando barreiras sanitérias e tecnoldgicas [2-3].

Além da carne in natura, o mercado da carne processada, que é uma
modificacdo das propriedades originais da carne fresca, também se encontra em
constante expansdo e alta competitividade, uma vez que o seu consumo se tornou parte
do hébito alimentar, principalmente no que diz respeito a praticidade e rapidez. Outros
fatores importantes sdo a seguranga dada pela garantia da procedéncia dos alimentos e
os pregos relativamente baixos [4-5].

Recentemente, a Unido Europeia, maior importador de carne brasileira,
suspendeu a importagdo da carne in natura, alegando que o Brasil ndo vinha cumprindo
as exigéncias sanitdrias aderidas espontaneamente no ano de 2000. Os frigorificos
nacionais, de uma forma geral, ainda apresentavam problemas, € com isso, 0 governo
brasileiro reduziu drasticamente o nimero de fazendas, pois poucas estavam aptas para
as exportagoes, gerando uma perda em torno de 30% do que se ganhava na venda de
carne para o exterior. Dentre as principais mudancas, as mais importantes deveriam ser
de ordem sanitdria e de qualidade, com adequacdes que atendessem as normas de
certificacdo, os planos de boas praticas de fabricacdo e ainda, a adaptacdo com as
exigéncias de mercado [1, 6]. Atualmente, de acordo com as exigéncias, fiscalizagcoes

vém sendo feitas com a carne brasileira que é exportada, a fim de impedir que carnes



ndo certificadas venham a ser consumidas.

A Comissdao de Regulacio da Comunidade Europeia publicou recentemente,
normas referentes ao desempenho de métodos analiticos usados e a interpretacdo de
resultados, bem como os niveis mdximos de certos contaminantes em alimentos que
serdo comercializados e importados. Essas normas também vém sendo apresentadas e
fiscalizadas no Brasil através do 6rgao regulamentador INMETRO (Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial), e com isso, deve-se assegurar a
confiabilidade dos resultados, através da validacdo dos métodos analiticos que sao

empregados nas andlises quimicas desses alimentos [2, 7].



2. Objetivo

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de uma metodologia analitica
simples para avaliagdo do uso do hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) a temperatura
ambiente no preparo de amostras de carnes processadas para posterior determinacdo de
Na e K por Espectrometria de Emissdo Atdmica com chama (F AES). Os resultados
obtidos serdo comparados frente a outros métodos convencionais de preparo de amostra,
como mineralizacdo com HNO3/H;0, e solubilizacio em meio de acido férmico. A
metodologia proposta serd validada através de testes de adi¢@o e recuperacdo de analito,

bem como o uso de diferentes técnicas analiticas.



3. Revisao Bibliografica

3.1 Teores de Na e K em carnes

Atualmente, o grande desafio das industrias alimenticias, principalmente a de
produtos carneos, ¢ o desenvolvimento de produtos que satisfacam sensorialmente a
expectativa dos consumidores, € que, em contrapartida possam ser consumidos sem
culpa. Sendo assim, algumas reformulagdes estdo sendo feitas através da substitui¢do de
alguns ingredientes usados como aditivos alimentares, apresentando-se como uma
alternativa para a reducao de problemas relacionados a satde [8].

O cloreto de sédio (NaCl), ou mais comumente conhecido como sal de cozinha, é
considerado um dos principais aditivos alimentares utilizados para a conservacido da
carne e outros alimentos, e sua acdo estd relacionada com a inibi¢do do crescimento
microbiol6gico. A carne possui um grande valor nutricional e torna-se altamente
sensivel ao desenvolvimento de micro-organismos que conduzem a sua deterioragdo.
Algumas bactérias sdo inibidas a baixas concentracOes de sal, como 2 % m/m, embora
outras, como as leveduras e os fungos, sdo capazes de crescer em concentracdes salinas
muito elevadas, exigindo o uso de uma maior concentracio deste aditivo [9-10].

Com isso, a concentracdo salina desempenha um papel importante na
conservacgdo de produtos cirneos juntamente com a temperatura € o pH do meio, pois a
agua disponivel € significativamente reduzida com a adicdo de sal, e até mesmo o
nitrito, considerado um antioxidante muito eficaz na conservacdo da carne, nao
consegue superar o efeito pré-oxidante do NaCl [11-12].

Além disso, o Na ainda possui outra funcdo importante: a percep¢do de sabor,
uma vez que este aditivo € responsdvel pela intensificagdo do paladar do alimento. E,
devido a esse papel palatabilizante, as industrias alimenticias abusam dos niveis de sal
adicionado, fazendo desta forma, com que a populacdo ingira Na em excesso, numa
quantidade acima da dose didria essencial para o organismo [13-14]. Esse aumento da
concentracdo de fons Na aumenta o risco de hipertensdo, e o recomendado é que sua
ingestao didria seja reduzida. Algumas pesquisas indicam que uma das principais fontes
de ingestdao de sal na dieta é decorrente de comidas processadas e de restaurantes, e
devido a isso, algumas industrias alimenticias da Comunidade Europeia vém reduzindo

a concentracao de sal nos alimentos. Porém, essa reducdo em alimentos processados nao



€ considerada uma tarefa simples, pois os consumidores ndo abrem mao da saide e nem
do paladar.

Segundo o relatério da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e a SACN
(Scientific Advisory Committee on Nutrition), o recomendado é que o consumo médio
de sal deva ser reduzido de 9,5 para 6,0 g por dia em adultos, e niveis ainda mais baixos
sdo recomendados para criancgas. Outras organizacdes reguladoras de varios paises estdo
conscientizando a populagdo sobre a importancia da redugdo da ingestdo de sal, e estdo
mobilizando as industrias de alimentos para diminuir a quantidade deste aditivo em seus
produtos. Assim, desde 2003, a FSA (Food Standards Agency) e o DH (Department of
Health) na Inglaterra, baseado nas conclusdes e recomendagdes do SACN, estdo
tomando medidas para a reducdo do consumo de sal, e as metas para 2012, abrangem 85
categorias de alimentos processados, de acordo com a publicagdo no “Food Standards
Agencies Strategic Plan” [15-16].

Diferentes estratégias t€ém sido desenvolvidas para reduzir o teor de Na em
produtos cdrneos, principalmente pela substituicdo do NaCl por outros sais de cloretos,
e o K é provavelmente o substituto mais comumente utilizado. Com os resultados de
estudos clinicos e epidemioldgicos, os autores concluiram que o K atua como um fator
fundamental na regulacdo da pressdo arterial [17, 18-19]. E devido a isso, alguns
fabricantes, j4 estdo substituindo a0 maximo, os sais de Na por sais de K [20-21].

Segundo Anderson e colaboradores [19], uma possivel explicagdo para esse
efeito protetor contra a hipertensao seria que, aumentando os niveis de K no organismo,
mais ficil € a excrecdo do excesso de Na e com isso se consegue manter o equilibrio da
dgua no corpo. Em vista disso, o recomendado € que nos alimentos, estes elementos
estejam em quantidades equivalentes, ou seja, na mesma propor¢cdo nutricional. No
entanto, essa substituicdlo em mais da metade, normalmente resulta em aumento
significativo da amargura acarretando em sabores indesejdveis no alimento [22-23].

Ruusunen e colaboradores [24], demostraram que o uso de fosfato também pode
ser uma alternativa muito util na reduc¢do do teor de cloreto de s6dio em produtos de
carnes, devido as suas propriedades de aumento da retencao de dgua e para melhorar o
rendimento no cozimento, onde é mais efetiva quando se aumenta a temperatura de
processamento. A melhoria da capacidade de retencdo de dgua explica-se como
resultado de pH superior, que aumenta o espaco em torno das proteinas onde se aloja a
dgua. Outro papel importante dos fosfatos € a melhoria da cor e aroma devido a sua

acdo antioxidante, o que provavelmente estd relacionada a formagdo de complexos com



metais presentes em quantidades residuais como contaminantes dos sais usados na
conservacgdo dos alimentos. Isso se deve, por exemplo, a unido de ions Fe>" aos fosfatos,
ja que esse ion livre € considerado um oxidante eficaz [25-26].

Em um estudo realizado por Romans e colaboradores [22] usando fosfatos
alcalinos, foi observado segundo os autores uma reducdo de 2% na concentracdo de
NaCl, devido a insercao desse sal para completar a ligacdo de proteinas, que se ligam as
molectlas de dgua.

Segundo a literatura, dos métodos convencionais de andlise mais comumente
utilizados no preparo de amostras para a determinacdo de Na e K através do uso de
técnicas espectrométricas, pode-se citar a digestdo das amostras utilizando 4cidos
inorganicos que possuem caracteristicas oxidantes, as quais podem ser aquecidas
utilizando um bloco digestor ou por radiacdo microondas. Porém, esses procedimentos,
na maioria das vezes, sdo considerados demorados e tediosos, necessitando também do
uso de aparelhos de laboratérios complexos, e normalmente um grande volume de
reagentes se faz necessdrio, o que aumenta os riscos de contaminagdo por outros
elementos, além disso, o uso da temperatura durante esse processo torna esse tipo de
procedimento suscetivel a perda de analito por volatilizagdo ou adsor¢ao nos frascos
onde sdo conservadas as amostras [27-28].

Para evitar esses possiveis inconvenientes, a andlise direta de amostras sélidas
ou o uso de suspensdes se apresenta de forma promissora, pois hd uma reducgdo
significativa do tempo necessdario para o preparo da amostra diminuindo
consequentemente os riscos de perdas dos analitos e/ou contaminac¢do da amostra € no
uso de reagentes altamente corrosivos e perigosos [29-31]. Além disso, também estdo
sendo reportados da literatura métodos alternativos de amostragem por suspensao, os
quais envolvem a solubilizacdo parcial ou completa da matriz da amostra [32-33].

Uma alternativa simples que recentemente vem sendo utilizada, é o uso do
hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) para a solubilizacao de amostras bioldgicas [29,
34-35]. O TMAH ¢ considerado um reagente fortemente alcalino, solivel em dgua, que
atua na solubilizacdo de diferentes tipos de tecidos, causando a dissociagdo das espécies
quimicas.

Amostras bioldgicas tratadas com esse reagente alcalino fornecem uma solucgao
com caracteristicas de uma suspensdo, apresentando um baixo fator de diluicdo,
permanecendo estdvel por meses a temperatura ambiente, o que resulta em um método

extremamente simples de preparo de amostra, o qual normalmente ndo requer sistemas



de aquecimento, prevenindo desta forma, a perda de elementos volateis antes das
determinacgdes. Além disso, pequenos volumes da solucio de TMAH sdo necessdrios
para a solubilizacdo completa das amostras, o que resulta em um menor fator de
diluicdo, o que se torna de grande relevancia para a determinagdo de elementos que

encontram-se a nivel traco [36].

3.2 Técnicas analiticas para a determinacao de Na e K
3.2.1 Espectrometria de absorc¢ao atomica

Em 1955, Espectrometria de Absor¢do Atdomica (AAS) foi proposta como uma
técnica analitica, simultaneamente por Alkemade e Milatz e Alan Walsh, para
determinacgdes de cardter elementar, em trabalhos independentes. No entanto, devido ao
seu entusiastico trabalho em defesa da nova idéia, Walsh € reconhecidamente
considerado o “pai” da AAS moderna. Além do seu esfor¢o na divulgacdo da técnica,
Walsh também se destacou devido ao seu importante trabalho no desenvolvimento das
lampadas de cédtodo oco, as quais até hoje, sdo as mais utilizadas como fontes de
radiacao para o uso em absorcao atémica [37].

A técnica é baseada na capacidade de absor¢do de radiacdo eletromagnética
proveniente de uma fonte de radiacdo primaria de comprimento de onda especifico por
atomos neutros de elementos quimicos no estado gasoso, assim os elétrons da camada
de valéncia sdo excitados para um orbital de maior energia, € apds permanecer por um
curto intervalo de tempo no estado excitado, retornam ao estado inicial de energia,
emitindo os fétons absorvidos. Isso pode ser observado através da equagdo de Planck:

£= Equacao 1

h.c
A
Onde: ¢ € a energia responsdavel pela transicdo eletronica do dtomo do estado
fundamental para o estado excitado, h € a constante de Planck, c € a velocidade da luz e
A é o comprimento de onda [37-38].

Os atomos isolados no estado gasoso ndo vibram como geralmente acontece com

as moléculas, devido a isso, ndo ha nenhuma energia vibracional ou rotacional



envolvida no processo de excitacao eletronica dos 4tomos, e por essa razao, 0s espectros
de absorcao sdo constituidos por linhas e ndo por bandas como os espectros das espécies
moleculares. Assim, cada elemento quimico possui uma configuragdo eletronica
especifica, as quais definem os espectros de linhas de emissdo/absor¢ao de cada
elemento.

Por outro lado, a relacdo entre os dtomos no estado fundamental e no estado
excitado em relacdo a um determinado nivel de energia em funcdo da temperatura €

dada pela distribui¢do de Boltzmann:

N1/ No = (g1/g,) e™" Equacao 2

Onde: N, € o numero de atomos no estado excitado, N, € o nimero de atomos no estado
fundamental, g;/g, é a razdo dos pesos estatisticos dos estados fundamental e excitado, e
€ a energia especifica da excitacdo, k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura
absoluta em Kelvin.

Baseado nesses principios chega-se a lei de Lambert-Beer, que possui um
significado importante para AAS, pois permite relacionar a concentragdo dos d4tomos no
estado fundamental com a absor¢ao de radiacdo eletromagnética monocromatica, a qual

¢ dada como:

A =¢bC Equacao 3

Onde: € é a absortividade molar (L mol™ cm™), bé o comprimento do caminho 6ptico
(cm) e c € a concentragdo do elemento que absorve, na solucao (mol L") [38-39].

A Espectrometria de Absorcdao Atdmica (AAS) convencional € hoje, uma técnica
largamente difundida, empregada para a determinagdo de elementos em diversos tipos
de amostras, apresenta alta seletividade e poucas interferéncias, uma vez que as
transicoes eletronicas ocorrem em comprimentos de onda especificos para cada
elemento [40-41]. Sdo empregadas nesta técnica, fontes de radiacdo especificas de
mesmo comprimento de onda do elemento a ser determinado que, sdo capazes de emitir
radiagdo na regido do visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético. As fontes de

radiacdo mais utilizadas sdo as lampadas de cdtodo oco (HCL) e ou lampadas de
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descarga sem eletrodo (EDL). Os componentes basicos incluem ainda, os atomizadores,
que geralmente sd3o uma chama, um forno de grafite ou uma célula de quartzo, um
monocromador, um detector (fotomultiplicadora), um amplificador e ainda um sistema

de leitura, como pode ser observado na Figura 1 abaixo:

Lentes Lentes Detector

......@.. .@... Monocromador

Lampada de Célulade
catodo oco absorgao

Sistema de leitura |—|Amplificador

Figura 1 — Componentes bésicos de um espectrometro de AAS.

Além dessa configuracao, recentemente foi desenvolvido o uso da fonte continua
aliada a um novo espectrometro de alta resolucdo, no caso a Espectrometria de
Absor¢do Atomica de Alta Resolu¢do com Fonte Continua (HR-CS AAS), a qual tem
possibilitado uma visualizagdo em regides vizinhas ao comprimento de onda estudado.
O espectrometro de alta resolucdo fornece um espectro 3D e permite visualizar mais
eficientemente as possiveis interferéncias espectrais ou de fundos estruturados, além de
possibilitar que sejam realizadas andlises do tipo multielementar seqiiencial ou até
mesmo simultdnea quando os elementos estudados apresentam comprimento de onda na

mesma janela de observacgdo [39-40].

3.2.1.1 Espectrometria de absorc¢io atomica com chama (F AAS)

Os primeiros espectrometros de absorcao atdmica utilizavam uma chama como
atomizador, no entanto, com o desenvolvimento da técnica, novos sistemas alternativos
de atomizacdo foram desenvolvidos, proporcionando uma melhor sensibilidade e

consequentemente, uma maior aplicabilidade a respectiva técnica analitica. O
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atomizador € uma parte importantissima do equipamento, pois neste dispositivo € que
serdo gerados os dtomos gasosos no estado fundamental, que absorverdo radiacdo de
mesmo comprimento de onda proveniente da fonte de radiagdo. A quantificacdo da
atenuacdo dessa radiacdo, no caso a absorvancia, emitida pela fonte, permite a
determina¢do da concentra¢do do analito de interesse presente na amostra, comparando
as atenuacdes produzidas pelas solugdes de calibracdo [41-44].

Em um atomizador por chama, através do uso de nebulizadores pneuméticos
como sistemas de introdu¢do das amostras, operando pela acdo de fluxo de gas
comprimido, a solu¢do da amostra contendo os elementos de interesse € aspirada e
nebulizada, onde na camara de nebulizacdo as pequenas goticulas formadas no aerossol
chegam ao atomizador arrastado pelos gases combustivel e oxidante. Essas pequenas
gotas penetram na chama e o solvente é evaporado produzindo particulas sélidas
finamente divididas, tal processo é chamado de dessolvatagdo, seguido da volatiliza¢ao
dessas particulas para a formac¢do de moléculas gasosas que sdo subsequentemente
dissociadas a atomos, sob elevadas temperaturas. Alguns dos dtomos desse gis se
ionizam formando cétions e elétrons, porém outras moléculas e dtomos também sdo
produzidos na chama como resultado de algumas intera¢des do combustivel com o
oxidante e com vdrias espécies presentes na matriz da amostra. Com esses
nebulizadores pneumaticos, a taxa de aspiragdo da solu¢do da amostra varia de 4 a 7 mL
min”', porém no mdximo 10 % da soluc¢do da amostra introduzida é transformada em
aerossol til, sendo sua maior parte (acima de 90 %), portanto, descartada. Através da

Figura 2, € possivel observar os processos que ocorrem durante a atomizacdo por F

AAS.
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Excitagido i
Ions atémicos TR P
Ionizagéo ions
(reversivel) excitados
L K & hv
Atomgs w— atdmico
Dissociagdo Atomos
(reversivel) ; exc;taqos
Moléculas |, ‘= o . hv
gasosas ' 4 L. Bado ' molecular
i Moléculas
Volatilizaqﬁo' excitadas
Aerossol
sélido/gas
Dessolvatagdo
Spray

Solugio do analito

Figura 2 — Processos que ocorrem durante a atomizag¢do por F AAS. Fonte: Holler e

colaboradores [43]

A chama tem um formato que permite que a radiacdo incidente atravesse a
amostra atomizada continuamente introduzida, e posteriormente, um detector aliado a
uma fotomultiplicadora pode controlar a intensidade da radiacdo, e, portanto ocorrera a
absor¢do dos atomos [41-44].

Uma grande fragdao das moléculas, atomos e ions também sdo excitadas pelo
calor da chama, resultando em espectros de emissdo atOmica, idnica e molecular.
Devido a esse problema, a atomizacdo € considerada a etapa mais critica na técnica de
F AAS e limita a precisdo de alguns métodos, sendo imprescindivel compreender as
caracteristicas e as varidveis dessas chamas.

Um grande ndmero de combinagdes de combustivel e oxidante pode ser
utilizado para a produgdo da chama, e as misturas mais comumente utilizadas em AAS

sao as de ar e acetileno ou 6xido nitroso e acetileno. A temperatura da chama e as razdes
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entre o combustivel e o oxidante sdo consideradas os parametros mais importantes, onde
algumas variagdes na propor¢do oxidante e combustivel podem alterar o equilibrio, o
que pode vir a melhorar significativamente a eficiéncia de atomizagdo, deste modo a
otimizacdo destes parametros € de fundamental importidncia para garantir uma
temperatura constante e uniforme.

Os primeiros trabalhos em absor¢do atdomica se limitavam a utilizar chamas de
baixas temperaturas, o que acabava restringindo a aplicacdo de alguns métodos para
elementos que ndo sdo capazes de ser convertidos em dtomos a essas temperaturas. A
alternativa seria usar chamas com temperaturas relativamente altas, porém o problema
nao foi resolvido, uma vez que, se ricas em oxigénio (chama acetileno e oxigénio), uma
fracdo significativa de certos elementos era convertida a 6xidos. Para evitar ou inibir a
formacdo desses 6xidos, passou-se entdo a utilizar uma chama acetileno e 6xido nitroso
que, além de produzir uma chama mais quente (em torno de 2950 °C), contém uma
concentracdo de oxigénio livre relativamente mais baixa, o que possibilitou uma anélise
mais segura para a determinagdo de elementos que sdo dificeis de serem atomizados. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as principais propriedades das chamas mais utilizadas em

absor¢do atomica [41-44].

Tabela 1 - Propriedades das chamas comumente empregadas em F AAS.

Velocidade maxima de

Combustivel Oxidante Temperatura °C ‘ r
queima, cm s
Gas natural Ar 1700 — 1900 39-43
Gas natural Oxigénio 2700-2800 370-390
Hidrogénio Ar 2000-2100 300-440
Hidrogénio Oxigénio 2550-2700 900-1400
Acetileno Ar 2100-2400 158-266
Acetileno Oxigénio 3050-3150 1100-2480
Acetileno Oxido Nitroso 2600-2800 285
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Outro fator importante, citado na Tabela acima, sdo as velocidades de queima,
pois as chamas sdo estdveis somente em certos intervalos de vazdo de gas. Se a vazdo
do gés ndo excede a velocidade de queima, a chama se propaga voltando ao queimador,
produzindo o efeito chamado “flashback”. Com isso, a chama cresce a medida que a
vazdo do gds aumenta, até atingir um ponto acima do queimador, onde a vazao de géas e

a velocidade de queima sao iguais, sendo esta a regido mais estdvel [41-44].

3.2.1.1.1 Interferéncias de ionizacao

Em absor¢do atdmica, de um modo geral, as interferéncias podem ser
classificadas em dois tipos: as interferéncias espectrais que aparecem quando a absor¢cao
ou emissdo de uma espécie interferente se sobrepde ou fica muito proxima da absor¢dao
ou emissdo do analito, tornando impossivel separd-las através da resolucdo do
monocromador. Assim como, as interferéncias ndo-espectrais as quais sao decorrentes
de vérios processos que ocorrem durante a etapa de atomizacdo, afetando as
caracteristicas de absorcao do analito [43].

A interferéncia de ionizacdo € um exemplo de interferéncia ndo-espectral, que
ocorre quando a temperatura da chama é muito alta para a determinag@o do analito de
interesse e, por isso, tem energia suficiente para leva-lo além do seu estado atdmico
neutro e produzir uma fracdo significativa de fons, acarretando na diminuicdo da
absor¢do da radiacdo, fazendo com que o nimero de dtomos no estado fundamental seja
menor, o que resulta em um menor sinal de absorvancia. Os metais alcalinos e alcalinos
terrosos, como o Na e K sdo considerados os elementos mais suscetiveis a interferéncias
desta natureza, devido a seus baixos potenciais de ionizacdo em relacdo aos demais
elementos [43]. Esse tipo de interferéncia pode ser minimizada através da reproducdo
da matriz das amostras nas solucdes de calibracdo, ou através da uniformizacdo da
matriz, pela adicdo as amostras e padrdoes de um sal que contenha um elemento mais
facilmente ionizdvel que o analito (cloreto de litio, césio ou rubidio) conhecidos como
tampdes de ionizacdo, de forma a aumentar a pressao parcial dos elétrons na chama. A
concentracdo destes elementos deve ser tal que, a partir de um determinado valor, o
efeito da interacdo de ionizagdo seja constante. Tais interagdes s@o bem conhecidas, por
isso os tampdes de ionizagdes sdo comumente utilizados, quando se pretende determinar

elementos que se ionizam facilmente na chama. Outra estratégia € trabalhar com chamas
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mais frias, que também podem diminuir os efeitos da ioniza¢do sofridas por estes

elementos [42-43,45].

3.2.1.2 Espectrometria de emissao atomica com chama (F AES)

Por muitos anos, as chamas foram empregadas para excitar os 4tomos que vao
gerar os espectros de emissdo para varios elementos, e os espectrometros de absor¢cao
mais modernos podem ser prontamente adaptados para trabalhar no modo de emissao
em chama. Estes métodos, entretanto, ndo sdo largamente utilizados, porque os métodos
de absor¢cao fornecem resultados tdo bons ou melhores em termos de precisdo,
conveniéncia e limites de detec¢do para a determinacdo de um nimero maior de
elementos, tendo em vista as temperaturas utilizadas nas chamas.

A espectrometria de emissdo atdbmica com chama (F AES), ou fotometria de
chama, é considerada a mais simples das técnicas analiticas baseadas em espectrometria
atOmica. Baseia-se na excitacdo de dtomos neutros e a introdu¢ao da amostra na chama
¢ semelhante ao sistema empregado na F AAS. O ar comprimido € utilizado como o gas
oxidante e o gés butano (GLP) € utilizado como combustivel nos fotometros de chama
convencional, dessa forma a chama opera em temperatura entre 1700 e 1900 °C. Ja
quando se utiliza a chama de ar- acetileno, a temperatura pode ficar em torno de 2125 a
2397 °C no F AAS operando no modo de emissdo. Os elementos, ao receberem energia
de uma chama, geram espécies excitadas que, ao retornarem ao estado fundamental,
liberam parte da energia recebida na forma de radiacdo eletromagnética na regido do
visivel através de relativamente poucas linhas intensas, em comprimentos de onda
caracteristicos para cada elemento quimico.

A radiacdo produzida pela chama passa, entdo, por uma lente e um filtro 6ptico,
normalmente um filtro de interferéncia € usado para isolar a linha de emissao desejada,
que s6 permite a passagem da radiagcdo caracteristica do elemento de interesse para o
fotodetector, no caso uma fotomultiplicadora, e a leitura é feita em um visor
digitalizado, onde s@o gerados espectros simples. Na técnica de emissdo atdmica, estao
envolvidos os processos de excitacdo, ou seja, a absor¢cao de energia, e decaimento que

¢ a liberagdo de energia, como pode ser observada na Figura 3 apresentada a seguir:
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Escitagdo Decaimento .
i1} Energia + 7 ——te- _-'- @ — e T T
Estada Estado Estado Estada  Energia
Fundamental Excitado Excitadno Fundamental Luminosa

Figura 3 - Processos que ocorrem em emissdo atdomica. Fonte: Beaty, R.D; Kerber,
J.D. 1993. [46]

O atomo € colocado em um ambiente com alta disponibilidade de energia a fim
de produzir &tomos no estado excitado. O espectro de emissdo das espécies consiste em
uma larga faixa de comprimentos de onda de emissdao denominados linhas de emissdo. A
intensidade das linhas de emissdo aumenta a propor¢do de atomos excitados para o
estado especifico de cada elemento em relacio a sua populacdo total. Devido a
simplicidade espectral, nas determinacdes de rotina dos metais alcalinos e alcalino-
terrosos, € suficiente o uso de fotometros simples de filtros. Chamas de baixa
temperatura sdo usadas para eliminar a excitacdo da maioria dos outros metais. [43-44,

47-48]. A Figura 4 abaixo mostra um esquema da instrumentacdo bdsica de um

fotdmetro de chama convencional.

chama R
fotodetector mostrador

D > [ES
i

amplificadon
I} cas

(o

nebulizador

e

camara de mistura l

B

descarte amostra

Figura 4 — Instrumentacio bésica de um fotdmetro de chama convencional.

A técnica € largamente utilizada no controle de qualidade de alimentos, além de
inimeras outras aplicacdes, para averiguar a quantidade de ions de metais alcalinos e

alcalinos terrosos, como o sodio entre outros.
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3.2.1.3 Espectrometria de absorciao atomica vs Espectrometria de emissao atomica

Existem algumas diferencas bdésicas entre as duas técnicas espectrométricas.
Como a absor¢do atdomica utiliza a populacdo de dtomos no estado fundamental, pode
parecer que esta técnica teria uma grande vantagem sobre a técnica de emissao atdmica
em termos de limite de deteccao e sensibilidade, porém isto nao é verdade. Tais técnicas
sdo consideradas bastante semelhantes, onde alguns elementos possuem limites de
deteccdo menores para emissdo do que para a absor¢do atdmica. Isso se deve pela
discrepancia aparente na estabilidade relativa dos dtomos no estado fundamental e
£aso0so0.

Enquanto a absor¢do atomica depende dos dtomos no estado fundamental, que
sdo estdveis e permanecem nesta condicdo quase indefinidamente, para a emissdo
atOmica € necessdrio que a energia emitida por uma fonte decresc¢a para que haja uma
interacdo com um 4tomo no estado fundamental para produzir um &atomo excitado,
processo considerado ineficiente, pois somente uma pequena porcdo de atomos no
estado fundamental absorve radiagcdo no eixo optico, o que reduz a energia do feixe de
radiacdo incidente.

Outra diferenca importante estd entre seus sinais. O sinal analitico na emissao
atdOmica é a soma de todas as energias emitidas quando os dtomos excitados voltam ao
estado fundamental, ou seja, o sinal vem inteiramente dos dtomos que emitem. J4 em
absor¢do atomica, o sinal € a diferenca entre a intensidade da fonte na auséncia de
atomos do elemento considerado e o decréscimo da intensidade ocasionado pela
presenca de 4&tomos no eixo 6tico, e neste caso, somente a radiacdo colimada da fonte é
considerada. Entdo, em emissdo a intensidade de luz emitida estd relacionada com a
concentracdo do elemento de interesse na solucdo, enquanto que na absor¢do € a
quantidade de radiagdo absorvida que estd relacionada com a concentracdo do elemento

de interesse na solugdo [38].
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4. Materiais e Métodos

4.1 Reagentes e materiais

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Para o
preparo de todas as solugdes, utilizou-se dgua desionizada obtida a partir de um sistema
de purificacdo Direct-Q 3 da Millipore (BedFord, MA, Estados Unidos), com
resistividade de 18,3 MQ cm. O 4cido nitrico (Synth, Brasil) utilizado foi bidestilado
abaixo do seu ponto de ebulicdo em um destilador de quartzo MA-075 (Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil). Solucdes de referéncia de trabalho de Na e K foram diariamente
preparadas por diluicdo de solucdes estoque contendo 1000 mg L' (Fluka, Buchs,
Alemanha) em &4gua desionizada. Para a digestdo das amostras, foram utilizados os
seguintes reagentes: dcido formico (Fluka Analitica, Alemanha), hidréxido de
tetrametilamonio pentahidratado (Sigma Aldrich, Alemanha) e peréxido de hidrogénio
35% v/v (Fluka Analitica, Alemanha), assim como o 4cido nitrico citado anteriormente.

Toda a vidraria e materiais de laboratorio foram limpos por imersdao em HNO;
10% (v/v) por, pelo menos 48 horas, sendo posteriormente lavadas com dgua deionizada

e secas em capela antes de seu uso.

4.2 Instrumentos e parametros instrumentais

Todas as amostras foram trituradas utilizando um mini-processador de alimentos
(Black&Decker, Brasil) e pesadas utilizando uma balanca analitica Ohaus Adventurer
Modelo AR 2140 (Pine Brook, NJ, EUA) com uma resolucdo de 0,1 mg e maximo de
tara de 210 g. Para realizar a digestdo 4cida das amostras, foi utilizado um bloco
digestor MA-4025 (Piracicaba, SP, Brasil). Para verificar a exatiddo dos resultados, as
medidas para ambos os elementos foram realizadas utilizando dois modelos diferentes

de espectrometros, conforme descrito abaixo:
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4.2.1 Espectrometro 1 (F AES OU F AAS)

Um Espectrometro de Absor¢cao/Emissao Atdmica modelo AA-6300 (Shimadzu,
Japao) foi utilizado para as determinagdes de Na e K pelo modo de emissao atdmica em
chama, utilizando uma chama ar-acetileno. Os resultados dessas determinacdes foram
comparados através do uso desse Espectrometro no modo de absor¢do atdmica com
corretor de fundo com lampada de arco de deutério, operando também com a mesma
chama. Foram utilizadas lampadas de cdtodo oco Hamamatsu Photonics K.K (Japao),
para Na e K. Foram empregadas as condicdes operacionais recomendadas pelo
fabricante do equipamento, tais como comprimento de onda, corrente da lampada e

largura da banda de resolugao espectral, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros operacionais empregados para a determinacdo de Na e K nas

amostras de carnes processadas por F AAS.

Analito Na K
Comprimento de onda (nm) 589.,0 766,5

Largura da banda de resolucgao espectral (nm) 0,2 0,5
Corrente da lampada (mA) 8/600 8/600

4.2.2 Espectrometro 2 (F AES 2)

Um fotometro de chama modelo B462 (Micronal, Sao Paulo, SP, Brasil) foi
utilizado para as determinacdes de Na e K, o qual foi operado nas seguintes condi¢des
para ambos os elementos: taxa de aspiracdo da amostra (5 mL min™), ar comprimido

(9 L min™) a uma pressio de 1 Kgf/cm2 e uma chama de gds butano.
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4.3. Amostras e procedimentos de preparo

Foram utilizadas para o desenvolvimento do procedimento proposto e
verificacdo das concentragcdes dos analitos, amostras comerciais de carne bovina fatiada,
salsicha e almondega compradas em comércio local. As amostras foram lavadas com
dgua deionizada, cortadas, trituradas em um mini-processador comercial e logo apds,
homogeneizadas. Em seguida, foram armazenadas e estocadas a -16 °C em potes de
plasticos previamente limpos e descontaminados.

Primeiramente, as amostras foram pesadas em um vidro de relégio, 1 g de cada
amostra de carne processada em triplicata, as quais foram levadas até uma estufa, onde
foram secas a uma temperatura de 103 °C e permaneceram em um dessecador até a
pesagem a temperatura ambiente. Este estudo foi realizado até as amostras adquirirem
peso constante, eliminando assim, a umidade. Através deste procedimento, pode-se
avaliar possiveis erros de pesagem e ainda calcular o teor de umidade para cada amostra
a ser analisada.

A fim de otimizar as condi¢des operacionais para utilizar o minimo de amostra
possivel, foram investigadas diferentes massas de cada amostra, com o objetivo de
verificar problemas relacionados a homogeneidade. Neste estudo, foram pesadas massas
na faixa de 0,25 a 0,75 g, utilizando 5 pL de TMAH para cada 1 mg de massa seca para
solubilizacdo das amostras, e posteriores andlises.

As amostras foram preparadas utilizando trés procedimentos diferentes,

apresentados a seguir:

4.3.1. Procedimento 1 — Solubilizacao alcalina com TMAH

As amostras foram pesadas e preparadas diretamente em frascos volumétricos de
polipropileno (PP) de 50 mL, através de uma mistura simples de 250 mg de cada
amostra imida com 400 puL de uma solu¢gdo de TMAH 25% m/v em meio aquoso.
Posteriormente, as amostram foram deixadas em repouso a temperatura ambiente
durante a noite com o frasco fechado até a sua completa solubilizacdo. Com as amostras
solubilizadas, o volume foi aferido com d4gua desionizada, resultando em uma
concentracdo final de 0,2% m/v de TMAH. As solucdes resultantes apresentaram
aspecto de uma suspensdo, com tons, dependendo da amostra, variando entre

amarelados a marrom escuro.
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4.3.2. Procedimento 2 — Mineralizacao com HNO3/H,0, em copo aberto

As amostras de carnes processadas também foram tratadas através do método de
digestdo dcida, com base no procedimento proposto por Damin e colaboradores [49].
Aproximadamente 250 mg das amostras imidas foram pesadas diretamente em tubos de
digestdo, onde 2,5 mL de HNO; concentrado foi adicionado. Essa mistura foi levada a
um bloco digestor aquecido a 90 °C durante 1h. Apds o resfriamento a temperatura
ambiente, foram adicionados 2,0 mL de H,0O, e a mistura foi novamente aquecida a
mesma temperatura por mais lh. Foi observada a digestdo completa quando houve a
dissolucdo total da gordura, e apds o resfriamento, as amostras foram quantitativamente
transferidas para frascos volumétricos de PP de 50 mL, onde seu volume foi aferido

com 4gua desionizada.

4.3.3. Procedimento 3 — Solubilizacido com acido férmico

Neste terceiro procedimento, as amostras de carnes processadas foram
solubilizadas com 4cido férmico, com base no procedimento descrito por Scriver e
colaboradores [50]. Aproximadamente 250 mg das amostras timidas foram pesadas
diretamente em tubos de digestdo, onde 10 mL de 4cido férmico foram adicionados.
Essa mistura foi levada a um bloco digestor e aquecida a 50 °C por aproximadamente
2h. Ap6s o resfriamento, as solucdes das amostras foram quantitativamente transferidas
para frascos volumétricos de PP de 50 mL e seu volume foi aferido com dagua

desionizada.
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5. Resultados e Discussao

Inicialmente, foram realizados estudos para avaliar possiveis erros associados a
pesagem e calcular o teor de umidade presente em cada amostra de carne processada, e
ainda investigar a influéncia da massa de amostra para a verificacdo de problemas
relacionados a homogeneidade. Segundo Liicker e Schuierer [51], estudos mostram que
havendo heterogeneidade na amostra, a perda de massa em matrizes com o alto teor de
dgua sdo as menores fontes de erro, no entanto, os autores recomendam que algumas
precaucdes devem ser tomadas, tais como amostragem rdpida, conservacdo da amostra
em baixas temperaturas e a utilizacdo da mesma a temperatura ambiente, ou até mesmo
o uso de uma grande massa de amostra, evitando massas inferiores a 0,07 mg. Sendo
assim, para que nao houvesse o risco de perda de umidade antes da pesagem, as
amostras previamente trituradas, foram imediatamente homogeneizadas e transferidas
para potes de plastico limpos e bem fechados, os quais s6 foram abertos no momento da
pesagem, e em seguida ja foram armazenadas e estocadas a -16 °C. Antes de cada
pesagem, as amostras foram retiradas do resfriamento até se manterem a temperatura
ambiente, seguida de uma subseqiiente homogeneizacao.

Outro estudo tdo importante quanto a perda de massa por umidade, € a avaliacao
de possiveis erros por pesagem, onde foi necessdrio a secagem das amostras até peso
constante para a elimina¢do de umidade presente. As amostras em geral apresentaram
um teor de umidade de aproximadamente 70% em massa, conforme se pode observar na

Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de umidade encontrado nas diferentes amostras estudadas.

Amostra Umidade (%)
Carne Bovina fatiada 66
Salsicha 72
Almondegas 71

Neste estudo, pode-se utilizar um fator de corre¢do para essa perda de massa

para as concentracdes de Na e K, a fim de facilitar a comparacdo com os valores
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encontrados. Através dos procedimentos de otimiza¢do das condi¢des de trabalho, a
op¢do adotada foi utilizar amostras de carne fresca, com o objetivo de diminuir o
nimero de etapas durante o preparo das amostras € uma quantidade minima de massa,
como pode ser observado na Tabela 4, onde os resultados das concentracdes obtidas
para os dois analitos em meio de TMAH apresentaram resultados semelhantes com RSD

inferiores a 7 %.

Tabela 4 - Resultados analiticos para amostras de carne processadas apds tratamento

com TMAH por F AES 1. Valores em mg g'1 en=3.

Amostra e  Amostras secas Amostras imidas
Analito lg 07¢ 05¢ 03¢ 025 ¢ RSD (%)
Carne Bovina Fatiada
K 3,25 £0,06 3,16 £0,12 3,16 £0,14 3,18 £ 0,04 3,18 £ 0,06 1,16
Na 12,69 + 0,04 13,31 £ 0,04 13,52 £ 0,11 13,10 £ 0,09 13,67 £ 0,05 2,86
Salsicha
K 3,23+0,11 3,43 +£0,10 3,41 £ 0,09 3,29 £ 0,06 3,33+£0.04 2,48
Na 26,34 + 0,12 28,88 +0,98 31,14 £ 0,2 30,58 £0,13 30,53 +0,2 6,61
Almondega
K 4,86 + 0,05 5,34 + 0,05 5,08 £ 0,04 4,98 +£0,03 5,02 +£0,10 3,56
Na 10,90 £ 0,13 10,93 + 0,06 10,94 + 0,04 10,94 + 0,03 10,52 + 0,04 1,66

5.1. Resultados para F AES 1

Os resultados analiticos foram obtidos mediante a preparacdo e construcdo de
curvas de calibracdo usando solugdes padrdo nos mesmos meios utilizados para a
decomposicdo das amostras, tanto para TMAH, 4cido férmico ou &4cido nitrico. As
amostras foram diluidas com dgua ultrapura a fim de as concentragdes ficarem dentro
do intervalo da faixa de calibracdo obtida para cada elemento. Os pardmetros de mérito
do método sao apresentados na Tabela 5. De acordo com os resultados apresentados
pode-se verificar que as curvas de calibracdo para ambos os elementos apresentaram
boa linearidade com coeficientes de correlagdo maiores que 0,99 para as faixas de

calibracao estudadas, independente do método utilizado durante a etapa de preparo das
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amostras. As sensibilidades, dadas pela inclinacdo das curvas, também foram
semelhantes para os diferentes métodos. Os limites de deteccdo (LODs) que foram
definidos como a concentracdo equivalente a trés vezes o desvio padrdo de dez medidas
consecutivas do branco da amostra, dividindo-se pela inclinacdo da curva de calibragao
(sensibilidade) para cada analito e considerando a massa utilizada de cada amostra
foram da mesma ordem de grandeza e ndo apresentaram diferencas significativas entre
os trés tipos de preparo de amostra utilizados neste trabalho. No entanto, como ¢é
possivel observar na tabela abaixo, um menor LOD foi obtido de HNOs, porém este
parametro nao foi considerado relevante tendo em vista as altas concentragdes de Na e

K presentes nas respectivas amostras.

Tabela 5 - Parametros de mérito para os diferentes métodos estudados para a

determina¢ao de Na e K em carnes processadas por F AES 1.

TMAH HCOOH HNO;
Analito a LOD R a LOD R a LOD
s.(mg/L)  (ug/L) s.(mg/L)  (ug/L) s.(mg/L)  (ug/L)

K 0,5922 4,6 09986 0,5697 5,7  0,9986 0,6049 2,8 0,9989
Na 0,8679 1,4 09992 0,8004 3,6 09977 0,8275 1,0 0,9942

a: sensibilidade da curva; LOD: limite de detecc@o na solu¢do de medida; R: coeficiente
de correlacdo

Para obter maiores informacdes sobre a veracidade dos resultados, foram
realizadas comparacdes entre diferentes métodos de preparo de amostra, conforme pode
ser observado na Tabela 6, as concentragdes obtidas sdo aparentemente concordantes
para ambos os analitos estudados. Essas concentragcdes foram obtidas a partir de andlises
de amostras comerciais de carnes processadas, as quais foram submetidas ao teste t-
pareado (usa o mesmo tipo de procedimento que o teste t-normal, exceto o que utiliza
pares de dados) com um nivel de confianca de 95%.

Os resultados obtidos em meio de dcido férmico em relacdo a dissolu¢do com
acido nitrico indicam que os dois métodos fornecem resultados diferentes para K, o
nivel de probabilidade foi de 99% enquanto que para Na foi de 99,9%. Porém, a
concentracdo medida para ambos os elementos através da solubilizagdo com TMAH
comparado com o método de digestdo dcida ndo apresentaram diferencas significativas
entre os resultados com um nivel de confianca de 95%, indicando que estes

procedimentos sao os mais adequados para o preparo das amostras. Aplicando-se o
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teste-t normal, foi possivel verificar que os resultados obtidos para Na em todas as
amostras solubilizadas em meio de acido férmico em relagdo a digestdo com dacido
nitrico convencional, apresentou t < tgj, aceitando a hipétese nula a um nivel de
confianca de 95 % e nao foram observadas diferencas significativas. No entanto, para o
K os testes estatisticos mostraram t.; > t , chegando a conclusido que os dois métodos

fornecem resultados diferentes.

Tabela 6 - Resultados obtidos para Na e K em amostras de carnes processadas

preparadas em trés diferentes meios por F AES.

TMAH HCOOH HNO;
Analito Amostra Vi RSD LOD Vi RSD LOD Vi RSD LOD
(mg g") (%) (nglg) (mggh (%) (nggh (mgg") (%) (uggh)
K A 3,18+0,05 16 20 339+0,04 12 30 311£004 13 1,5
B 333+0,03 09 359+0,08 22 3224001 03
C 502+0,10 20 570+0,03 05 521+0,03 06
Na A 1367005 04 08 14,18 020 14 2,0 13,85+008 0,6 0,6
30,53£020 0.6 31,56 £0,30 09 30,92£0,19 0,6
10,52£0,04 04 998+0,10 1,0 9,68+0,16 1,6

A: Carne Bovina Fatiada; B: Salsicha; C: Almondega.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 6, foi possivel verificar que
todas as amostras de carne comerciais processadas analisadas apresentaram altas
concentracoes de Na e uma concentragdo relativamente baixa de K. Segundo a
literatura, o sal é um dos principais ingredientes adicionados aos alimentos, € em
produtos cdrneos, as fungdes do sal adicionado em concentracdes entre 2,5 a 3,0 % em
massa sao utilizados para a inibi¢ao do crescimento de micro-organismos ou também
para adicionar sabor ao alimento [13-14]. Com isso, com uma elevada concentragdo de
Na e uma baixa concentracdo de K nas amostras analisadas, pode haver um aumento no
risco de desenvolvimento da hipertensdo e conduzir a um aumento da pressdo arterial, e
o que se recomenda é que esses elementos estejam em quantidades iguais nos alimentos.

De todas as amostras de carnes processadas analisadas, a salsicha foi a que
apresentou maior concentracdo de fons Na®, o que pode ser atribuido ao uso de altas
propor¢des de sais de sédio em sua composicao, como por exemplo: NaCl (sal), usado

para a melhor percep¢do do sabor, nitrito/nitrato de s6dio, usado como conservante nos
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alimentos, fosfato de sédio, como estabilizante, e eritorbato de sédio, que atua como
antioxidante.

Analisando os resultados obtidos e comparando com os objetivos atuais da Food
Agency Standards [52], as amostras de carne fatiada processada apresentaram valores de
concentracio pra Na® acima dos valores estabelecidos pela Comunidade Européia,
enquanto que as amostras de salsicha apresentaram concentracdes duas vezes maiores
que o recomendado, conforme pode ser observado através dos resultados apresentados
na Tabela 7.

Com relagdo a concentragdo de Na encontrada nas amostras (Tabela 7), é
necessario mencionar também a discrepancia entre os valores obtidos nas andlises de
almondegas processadas e as informacdes fornecidas no rétulo da embalagem, cujas
concentracdes apresentaram valores quatro vezes maiores que o informado. De acordo
com as normas brasileiras da ANVISA [53], a tolerancia maxima é de 20 % em relagcao
a concentracdo informada nos rétulos dos alimentos e a concentracdo encontrada. No
entanto, para produtos que contenham valores acima dos permitidos, no caso, que
contenham excesso de micronutrientes, a empresa deve se manter a disposicdo aos
estudos que justifiquem tal variacdo. Casos como estes, evidenciam a necessidade de
um controle de qualidade mais rigoroso, principalmente em alimentos, bem como
mostram a importancia do desenvolvimento de novas metodologias analiticas simples e
confidveis para o monitoramento desses metais em carnes processadas a serem

consumidas pela populagao.

Tabela 7. Resultados analiticos, em mg g'l, para amostras de carne processadas em

massa imida por FAES 1, apds tratamento com TMAH.

Valor encontrado  Valores fornecidos  Valores estabelecidos em

Analito Amostra (mg g™) nos rétulos em mg mg g~ (Comunidade
g! Européia - 2012)
A 4,63 59 4,5
Na B 8,93 11,7 4,5
C 2,85 0,7 3,0

A: Carne fatiada; B: Salsicha; C: Almondega.
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Assim, para assegurar a veracidade da metodologia proposta, testes de adig¢ao e
recuperac¢do de analito foram realizados nas amostras comerciais. Desta maneira, foram
realizadas adi¢des em triplicata de solu¢des padrdao de Na e K equivalentes a 0,200 mg
L antes da etapa de solubilizacio com TMAH. Os valores de concentracdo para ambos
os analitos adicionados foram recuperados e tais recuperacdes ficaram entre 91 a 103 %,
mostrando que a metodologia desenvolvida € adequada para a determinagdo de Na e K

em amostras de carnes processadas, conforme pode ser observado na tabela 8.

Tabela 8 - Resultados para os testes de adi¢do e recuperacdo de 0,2 mg L' de Na e K

nas amostras de carnes processadas apds tratamento com TMAH por FAES 1 (n = 3).

Concentracao, x + SD Recuperacao RSD
(mgL™") (%) (%)
Adiciio de 0,200 mg L' de Na
Carne Fatiada 0,187 + 0,005 94 2,7
Salsicha 0,182 £ 0,001 91 0,5
Almondega 0,206 + 0,005 103 2.4
Adicéo de 0,200 mg L™ de K
Carne Fatiada 0,206 + 0,002 103 1,0
Salsicha 0,199 £ 0,001 100 0,5
Almondega 0,187 + 0,003 94 1,6

5.2. Resultados para F AES 2 e F AAS

A fim de verificar a veracidade dos resultados obtidos pela metodologia proposta
utilizando a solubilizacdo com TMAH, as andlises dessas amostras também foram feitas
para os dois analitos utilizando um espectrometro de absor¢cdo atdmica com chama e por
outro instrumento de emissdo atomica, o fotdmetro de chama convencional (F AES 2).

Para determinacdo por espectrometria de absor¢do atdmica com chama,
primeiramente, foi feito um estudo de otimizacdo da concentracdo necessdria de uma
solucdo tampao de CsCl, a qual € comumente utilizada quando se pretende determinar
elementos que sdo facilmente ionizados nestes atomizadores, a fim de proporcionar uma

completa minimizacdo destas interferéncias. Esta solu¢do tampdo a base de césio, €
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adicionada as solug¢des padrdo e amostras, de forma a aumentar a pressao parcial dos
elétrons na chama, e a concentracdo desse elemento deve ser tal que, a partir de um
valor determinado, o efeito da interacdo de ionizagdo seja constante [42]. Elementos
como Na e K podem sofrer interferéncias durante as andlises de absor¢do atdmica,
devido a seus baixos potenciais de ionizagdo, em relacdo a outros elementos [45].
Através da Figura 5, pode-se observar que, sem a adi¢do da solugdo tampao, o
sinal analitico de K foi fortemente afetado, e uma supressao no sinal analitico em torno
de 30%, devido a interferéncia de ionizagao foi verificada. No entanto, foi observado,
que com a adi¢ao de apenas 0,09 % CsCl m/v a solugdo padrio ja foi suficiente para a
obtencdo de uma melhor sensibilidade e uma minimizacdo completa deste efeito. Para
Na, um comportamento semelhante de interferéncia foi verificado, porém com 20% de

supressao do sinal, assim, a mesma quantidade de solucdo tampao foi necessaria.

0,40

0,30 4

0,207

4 05mgLE
—&— Amostra
0,10+
0,00 . . T T
B
0,20 4
0,154

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Figura 5- Efeito da concentracdo de CsCl na minimizacdo do efeito de ioniza¢do na

presenca de solucdes padrdo de 0,4 mg L' Nae 0,5 mg L' K.
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Com base neste estudo preliminar, os resultados analiticos foram obtidos

mediante a construcdo de curvas de calibracdo utilizando solu¢gdes em meio de TMAH

adicionando 0,09 % m/v de CsCl. Para as amostras, a mesma concentra¢ao de solu¢ao

tampao foi adicionada logo apds a diluicio das mesmas com dgua desionizada. Na

Tabela 9, se encontram os valores de concentragdes de Na e K para todas as amostras

analisadas, e de acordo com esses resultados verificou-se que os valores de

concentracdo para ambos os elementos, independente da técnica analitica utilizada estdo

de acordo com resultados obtidos anteriormente, o que comprova a veracidade dos

resultados através da metodologia proposta.

Tabela 9 — Resultados analiticos, em pg g, para amostras de carne processadas por

F AAS e F AES 2, ap6s tratamento com TMAH.

FAAS FAES 2
Analito Amostras Concentracio RSD R Concentracdo RSD R

(mg/g) (%) (mg/g) (%)

K A 3,21 £0,17 5,3 0,9988 352+£0,26 74 09966
B 3,27 £0,05 1,5 347£0,02 0,6
C 545+£020 3,7 5,37 £0,48 8.9

Na A 13,32+0,18 1,3 0,9954 13.63+0,54 4,0 0,9980
B 29,60 +£0,50 1,7 31.93+£0,58 1,8
C 10,69 +£0,05 0,5 9.82+£0,16 1,6

A: Carne Bovina Fatiada; B: Salsicha; C: Almondega.
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6. Conclusoes

As altas concentracdes de Na encontradas nas amostras de carnes processadas
comerciais analisadas e valores de concentragdes ndo concordantes com o informado
pelo rétulo, ressaltam a importancia de um controle de qualidade, bem como uma
reducdo do teor de sal nos alimentos processados produzidos no Brasil. Assim, o
desenvolvimento de novas metodologias que sejam simples, reprodutiveis e que
fornecam resultados confidveis, enfocando principalmente as exigéncias referentes a
Comunidade Europeia sobre os produtos alimentares que contribuem para a ingestao
total de sal, se faz necessario.

O método de preparagdo de amostra proposto utilizando a solubilizagdo com
TMAH, em comparagdo ao método convencional de digestdo com 4cido nitrico e a
solubilizacdo com &cido férmico para a determinacao de Na e K por F AES, mostrou-se
uma metodologia muito simples e reprodutivel, exigindo pequenas quantidades de
amostras e reagentes, promovendo a solubilizacdo das amostras. Além disso, este
método € menos suscetivel a contaminagdo ou perdas de analito por volatilizacio e
ainda ndo apresenta nenhum risco para a saude, pois € um método muito adequado para
a utilizacdo em andlises de rotina.

O método proposto utilizando a solubilizacdo com TMAH pode ser usado para

outras amostras de carne, e certamente, outros analitos podem ser determinados.



CAPITULO 2
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1. Introducao

A crescente demanda de energia no mundo e os potenciais esforcos para a
reducdo do aquecimento global causado pela emissdo de gases a atmosfera, que acarreta
consequentes mudangas climdticas e problemas de poluicdo ambientais relacionados ao
grande consumo de derivados de petréleo, tém impulsionado a busca por fontes de
energia alternativas aos combustiveis fésseis com o objetivo de diminuir essa
dependéncia, o que tem atraido atencao no mercado do mundo inteiro [54-56].

Como hé uma grande frota mundial abastecida com esse tipo de combustivel,
milhdes de toneladas de poluentes sdo gerados na atmosfera da Terra por dia, levando as
condicdes de méd qualidade do ar, principalmente em grandes &areas urbanizadas,
causando, entre outros efeitos, a deterioragdo da saide humana e alteracdes climaticas.
Além de poluentes regulamentados, os veiculos também s@o responsaveis pela emissao
de outros poluentes, tais como os aromaticos policiclicos, conhecidos como HPAs,
alguns deles reconhecidos como cancerigenos levando a um aumento da morbidade e da
mortalidade [57]. Em muitos paises, programas governamentais e privados estabelecem
normas, visando encontrar alternativas vidveis para a substituicdo dos derivados de
petréleo, onde o objetivo principal € a substitui¢do parcial desses combustiveis fdsseis,
tornando-os entdo menos dependentes das importacdes, uma vez que hd incerteza
quanto ao pre¢o em periodos de instabilidade econdmica e de politica mundial [58]. Os
biocombustiveis, que sdo derivados de biomassa renovavel, sdo considerados como uma
das melhores fontes de energia alternativa para essa substituicdo, principalmente para
motores a combustdo ou qualquer outro tipo de geracdo de energia, destacando-se os
Oleos vegetais, biogds, o biodiesel e o dlcool [59-60].

O setor de transportes ¢ um dos grandes consumidores desses combustiveis
fosseis e 0o que mais contribui para a poluicdo ambiental. Como consequencia disso,
percebe-se um interesse crescente na utilizacdo de combustiveis automotivos devido ao
aumento da comercializac@o da frota de veiculos do tipo bicombustiveis, os chamados
“flexfuel”, os quais sdo projetados para serem abastecidos tanto com gasolina quanto
com etanol, ou com a mistura de ambos em qualquer propor¢do, onde através de
sensores eletronicos adequados, o computador de bordo do veiculo reconhece o tipo de
combustivel e ajusta os pardmetros de combustdo do motor, sem qualquer necessidade

de interferéncia do motorista [61-64].
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O élcool tem sido amplamente utilizado como combustivel no setor automotivo,
principalmente no Brasil, desde 1970, com o inicio do Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL) e é obtido através do processamento da cana de agiicar, com producio
de etanol anidro usado como componente da gasolina. Posteriormente, também passou a
ser utilizado na forma hidratada como fonte tnica de combustivel, o que gerou uma
expansdao de uma nova matriz energética proveniente de uma fonte renovavel, e o que
era pra ser uma solucdo de um problema econdmico, tornou-se com O seu uso uma

solucdo para problemas ambientais [65].
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia
simples e rapida para a determinacdo de Hg em amostras de dlcool combustivel, diluidas
em meio de dcidos organicos de baixo peso molecular e analisadas por photo-CVG
acoplada a técnica de espectrometria atdmica. Serdo investigadas as diferentes espécies
de Hg inorgénico e organico (metilmercirio e etilmercurio). Neste contexto, foram
avaliados dois sistemas para a geracdo do vapor frio de Hg: um sistema comercial que é
utilizado como um sistema convencional de redu¢ido quimica (fabricado pela Shimadzu)
o qual foi adaptado ao sistema de photo-CV para o espectrometro de AAS e um sistema
que foi desenvolvido no laboratério e adaptado a respectiva técnica analitica. Para
ambos os sistemas, condi¢des experimentais como concentracdo do 4cido organico de
baixo peso molecular, vazao do géis de arraste e tempo de exposi¢do da amostra a
radiacdo ultravioleta, foram otimizados a fim de se alcancar uma maior sensibilidade e,

consequentemente, menores limites de detecgao.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Alcool Combustivel

O dlcool etilico é um combustivel renovavel que contribui significativamente
para a independéncia energética do Brasil, o que tem atraido o interesse de muitos
paises. Tem sido amplamente utilizado principalmente no setor automotivo, como uma
alternativa aos derivados de petréleo na frota brasileira, desde a década de 70, devido a
primeira crise do petréleo, com consequente aumento no preco de seus derivados [66-
67].

E um combustivel liquido que possui alto desempenho e baixa toxicidade, tanto
em relacdo ao evaporado, quanto aos gases provenientes de sua queima, principalmente
quando sdao comparados aos gases resultantes da queima dos combustiveis fosseis [68].
O uso do alcool etilico contribui para uma menor emissao de gases como SO,, CO e de
hidrocarbonetos do que a gasolina. J4 para a emissao de NOy, a produgdo € considerada
menor ou equivalente, porém a geracdo de acetaldeidos e de compostos organicos
voléteis é maior [65,69-72]. Considerando o processo global de plantio, a producgdo e
seu uso, o que resulta em um ciclo fechado para o elemento carbono, o uso do dlcool
etilico ndo contribui efetivamente para o aumento do estoque de carbono atmosférico
[65].

O etanol brasileiro é obtido a partir da fermentacdo da cana de aguicar e
pesquisas t€m sido realizadas para a otimizagdo da producdo de etanol no sentido de
reduzir a producao de residuos provenientes do bagaco da cana-de-agicar ou no préprio
processo de produgdo do dlcool combustivel, o que reduz significativamente a emissao
de CO; e, consequentemente, contribui para a diminuicdo no aquecimento global [69-
71]. E predominantemente consumido como combustivel para automéveis, e &
classificado como anidro ou hidratado, dependendo do seu uso. O etanol anidro € aquele
misturado a gasolina como aditivo em propor¢des de 20 a 26% v/v, o que resulta no
aumento da octanagem da gasolina. Tal procedimento pode reduzir a emissdao de CO em
até 50% e de NOx sem diminuicao significativa no desempenho do motor. J4 o etanol
hidratado, possui em sua constitui¢do, aproximadamente 94% v/v de etanol, € o mais
utilizado como combustiveis em automoveis [55, 58,73].

A elevada demanda do uso do etanol no panorama mundial e brasileiro, seja na
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forma de combustivel ou de matéria-prima para industrias, justifica um rigido controle
de qualidade do élcool vendido, devido a alta producdo de élcool no Brasil feita por
inimeras destilarias espalhadas no pais inteiro, fato este que dificulta a padronizacdo do

produto [65].

3.2 Metais em Combustiveis

O d4lcool combustivel, apesar de ser menos poluente que os derivados de
petréleo, apresenta diversos contaminantes, os quais exercem efeitos prejudiciais, tanto
aos motores quanto ao meio ambiente, quando emitidos durante o processo de
combustio [74].

No processo de combustdo, tanto de combustiveis derivados de petréleo quanto
de dlcool etilico, ocorre a emissdo de vdarios poluentes, particulas sdlidas, metais
pesados e produtos gasosos a base de enxofre e 6xidos de nitrogénio ocasionando
efeitos comprovadamente nocivos a saide humana e ao meio ambiente [67].

Seinfeld e colaboradores [75] relatam que o transporte, manuseio € o uso de
combustiveis sdo considerados os principais responsdveis pela emissdo de compostos
organicos voldteis para a atmosfera nos grandes centros urbanos. Assim, conhecer esses
contaminantes sejam eles organicos ou inorganicos presentes em combustiveis €
importante para que se possa estabelecer normas de estocagem e de manipulagao.

Dentre os contaminantes inorginicos, destacam-se os ifons metdlicos, e
principalmente os metais com carater t6xico, os quais em virtude de estarem presentes
no dlcool combustivel em concentracdes muito baixas, sdo considerados como as
impurezas que apresentam os maiores desafios quanto ao desenvolvimento de
metodologias analiticas para o controle de qualidade [67, 74-75].

A presenca de diversas espécies metélicas nos combustiveis pode reduzir a
eficiéncia dos reatores cataliticos presentes nos sistemas de exaustdo dos veiculos,
aumentando assim, a emissao de gases, e ainda podendo provocar o chamado
“envenenamento” dos catalisadores no processo industrial, como na produgdo de eteno a
partir deste dlcool. Além disso, podem causar o aumento da corrosdo dos componentes
metalicos promovendo a formagdo de gomas e sedimentos em motores que utilizam a
mistura etanol e gasolina como combustivel [65, 67,74-76]. As principais fontes de

contaminacdo dos combustiveis por espécies metdlicas sdo devido a processos



37

corrosivos sofridos pelas colunas de destilagcdo, reservatérios e nos postos de
combustiveis [74].

A Agéncia Nacional do Petréleo, G4s Natural e Biocombustiveis (ANP) € o
orgao regulador federal que estabelece os padrdes do dlcool combustivel produzido e
comercializado no Brasil. A legislacao brasileira especifica para metais, apenas limites
de concentracdo para Cu, Fe e Na que variam de acordo com o tipo de combustivel
(anidro ou hidratado). H4 um grande controle desses elementos em matrizes alcodlicas,
principalmente o Cu, o qual tem um limite de 0,07 mg kg'. Sua presenca é proveniente
do uso de destiladores feitos de ligas de cobre, os quais hoje estdo sendo, substituidos
por equipamentos de agco inox ou vidro, devido a contaminacdes pela presenca deste
metal. Em etanol anidro, quando misturado a gasolina, esse metal funciona como um
catalisador, promovendo reacdes oxidativas via radicais livres, causando uma
deterioracdo da gasolina através da formacdo de gomas, que bloqueiam os orificios do
motor, diminuindo assim, a eficiéncia do combustivel. A legislacdo ndo especifica
limites de concentracdo para elementos de interesse ambiental, como por exemplo, o Hg

[73, 77-78].

3.3 Espécies de Merciirio em Combustiveis

O Hg é um poluente global identificado como altamente t6xico, além de ser
acumulativo e persistente no meio ambiente e biota, podendo sofrer biometilacdo em
meios aqudticos, ou seja, ser biotransformado da forma inorganica para a forma
organica. As vdrias espécies de Hg diferem em suas propriedades bio-fisico-quimicas tal
como toxicidade, solubilidade e taxa de bioacumulacdo pelos organismos. Dentre as
diferentes formas quimicas do Hg, esse metal pode ser encontrado em diferentes estados
de oxidagdo: o Hg elementar (Hgo), o qual se encontra principalmente na forma de gés,
sendo a espécie mais amplamente encontrada na atmosfera, o ion mercuroso (Hg22+),
que é pouco estdvel em sistemas naturais e o fon mercirico Hg** que é a forma
dominante em 4guas naturais. Na forma organica, o ion mercurico apresenta-se ligado
covalentemente a um radical orginico, sendo o metilmercirio (CH3Hg") e o
dimetilmercurio ((CH3),Hg) os mais comuns, ou ainda com ligantes organicos naturais.
O CH3Hg" é a forma de maior importincia ambiental devido a sua elevada toxicidade a

organismos superiores, particularmente os mamifero e em sua maior parte, é produzido
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biologicamente por bactérias, como um mecanismo natural de detoxificacdo. Nos
mamiferos, esta espécie acumula-se preferencialmente no sistema nervoso central
devido a sua afinidade com aminodcidos, os quais sdo abundantes neste sistema,
podendo levar a uma disfunc@o neural e, eventualmente, a paralisia e morte. Quando
assimilado, 95 % da dose oral € absorvida pelo intestino para a corrente sanguinea, e
para que 50 % da dose ingerida seja excretada, sdo necessarios cerca de 70 dias. Desta
forma, ocorre uma acumula¢do de Hg no organismo ao longo do tempo, mesmo com
exposicao relativamente baixa [79-81].

Na atmosfera, existem vdrias formas de vapor de Hg, porém nem todas
identificadas devido ao seu ciclo global ser muito complexo. A forma quimica
influencia drasticamente no seu transporte, uma vez que o Hg elementar na forma de
vapor pode percorrer grandes distancias, enquanto as outras formas podem ligar-se a
particulas mais pesadas e ali se depositarem. Com isso, a distribuicio do metal é
encontrada na forma gasosa e particulada, fazendo com que este elemento passe a ser
depositado nos sedimentos. O tempo médio de residéncia do Hg na forma de vapor na
atmosfera é estimado entre quatro meses € quatro anos; consequentemente, o vapor de
Hg apresenta distribui¢do global. Para as formas soliveis, entretanto, este tempo é de
algumas semanas, apresentando, portanto capacidade de dispersdo [82].

A Figura 6 mostra detalhadamente o ciclo global do Hg, onde o metal de origem
antropogénica ou natural € lancado no meio ambiente, que por sua vez pode ligar-se a
grupos organicos, principalmente em ambientes aquaticos, ou ser oxidado a Hg

inorgénico pelo oxigénio do ar [83].
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Figura 6 — Ciclo global do Hg. Fonte: Souza e colaboradores [83].
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O principal caminho para a exposicio humana é o consumo de peixes
contaminados e outros frutos do mar que bioacumulam Hg orginico. A meia vida do
CH;Hg" em peixes depende da espécie, variando geralmente de um a trés anos. A forte
ligacdo de CH3;Hg" com os tecidos do peixe ndo é destruida pelo cozimento ou fritura
[82]. Porém, o Hg figura também na lista da Environmental Protection Agency (EPA)
dos Estados Unidos, como um dos poluentes atmosféricos nocivos conhecidos ou
suspeitos de causar sérios danos a saude, fato que levou a EPA a criar uma lei chamada
“Clean Air Act” para estabelecer padroes para que fontes altamente poluidoras reduzam
drasticamente suas emissdes de poluentes atmosféricos [84].

Segundo Wong e colaboradores [85], hd vérios estudos sendo desenvolvidos
sugerindo que os automoveis sdo possiveis fontes de emissdo de Hg atmosférico.
Devido a isso, as atividades antrépicas sd@o de grande importancia na mobilizacdo do Hg
e seus compostos, e dentre eles a queima de combustiveis € de especial preocupacgio,
pois pode causar a liberacdo desse elemento altamente toxico para a atmosfera [86].
Porém, poucos trabalhos vém sendo desenvolvidos para a determinacdo de Hg em
combustiveis e biocombustiveis, pois o Hg € dificil de ser determinado devido tanto a
complexidade dessas matrizes, como da alta volatilidade do Hg e da prépria matriz, o
que pode acarretar em graves perdas durante as andlises [87].

No entanto, Aranda e colaboradores [88] propuseram um procedimento para a

determinacdo de Hg total e inorganico em amostras de biodiesel utilizando emulsdes
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para a introducao direta através de um fluxo continuo seguido de gerac¢do de vapor frio
acoplado a espectrometria de fluorescéncia atomica (FI-CV-AFS), onde para a
determinacdo de Hg organico, as amostras passaram por um procedimento de
decomposicdo utilizando uma fonte de irradiacio UV, o que nao foi preciso para a
determinagdo da espécie inorgéanica. Os vapores de Hg foram gerados utilizando uma
solucdo dcida de SnCl, em fluxo continuo para posterior determinagdo no equipamento.

Torres e colaboradores [89] desenvolveram um método simples para a
determinacao de Hg em amostras de gasolina diluida em etanol por Espectrometria de
Absorc¢do Atdmica com Forno de Grafite (GF-AAS). Os vapores de Hg foram gerados
através da reacdo da amostra com um agente redutor (NaBH,4 ou SnCl,), os quais foram
pré-concentrados em uma coluna de ouro e ainda retidos em um tubo de grafite
revestido com Au como modificador permanente. Em outro trabalho, Branddo e
colaboradores [86], também desenvolveram um método para a determinacdo de Hg em
gasolina por Espectrometria de Absor¢do Atdomica com Vapor Frio (CV-AAS), apds a
reducdo utilizando NaBH4 em meio de microemulsdes e os vapores de Hg gerados
foram retidos em uma coluna de Au-Pt. Apds a redugdo, os vapores de Hg foram
transportados para uma solu¢do intermedidria de K,Cr,O;/H,SO, para evitar a
contaminac¢do da coluna de Au-Pt e em seguida, foram transportados até a coluna para a

liberacao de Hg0 para posterior quantificagdo.

3.3.1 Intoxicacdo humana por Hg

A progressiva utilizacdo do Hg para fins industriais e o emprego de seus
compostos durante décadas na agricultura resultaram no aumento significativo da
contamina¢do ambiental, especialmente em dguas e alimentos [90].

A exposicdo humana ao Hg também pode ser proveniente de fontes naturais,
como liberacdo de gés da crosta terrestre, evaporagao dos oceanos ou através da queima
de combustiveis fésseis e/ou artificiais, produzidos por mineradoras e refinarias, células
com Hg para a fabricacio de soda/cloro, na industria de cosméticos, amdlgama dentdrio,
entre outros.

O total de Hg liberado na atmosfera devido a atividade humana € de
aproximadamente 2000 a 3000 toneladas por ano, enquanto a emissao natural é de 2700

a 6000 toneladas por ano. As emissdes associadas a saide humana representam riscos



41

quando confinados a dreas limitadas. Dados histéricos e os contemporaneos indicam
que os teores atmosféricos de Hg aumentaram de duas a cinco vezes a partir da era
industrial. Assim, devido ao fato de ter um longo periodo de residéncia na atmosfera e
por ser a contamina¢cao do Hg nas cadeias alimentares lacustre bastante difundida, o Hg
¢ visto como um problema global [82, 84]. A Figura 7 mostra esquematicamente as

principais formas de intoxicacdo humana por Hg [93].
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Figura 7 — Ciclo de intoxicagao por Hg pelo ser humano.

Devido a falta de conhecimento sobre o risco que o Hg poderia causar ao ser
humano, antigamente, os chineses acreditavam que este metal continha propriedades
medicamentosas que poderiam prolongar a vida, o que levou a morte de vdrios
imperadores que buscavam a imortalidade. J4 os antigos hindus, por outro lado,
acreditavam que o Hg possuia propriedades afrodisiacas [91].

Um dos casos mais famosos de intoxica¢do por Hg ocorreu no século passado,
onde entre os anos de 1920 e 1960, uma industria japonesa usou Hg como catalisador na
producdo de acetaldeido e cloreto de vinila, lancando CH3Hg" nos efluentes que
atingiam a bafa de Minamata, na costa sudoeste de Kyushu. Com isso, os médicos da
regido se confrontaram com uma nova doenga, cuja acdo envolvia o sistema nervoso
central, que foi denominada “Doenca de Minamata” [91-92]. Iraque, Paquistdo, Gana e
Guatemala também foram palcos de graves casos de intoxica¢do através de graos
tratados com fungicidas mercuriais. No caso do Iraque, no final da década de 60 e 70,
mais de 6900 pessoas foram hospitalizadas e pelo menos 459 morreram apds o consumo
de grios tratados com CH3Hg" como praguicida. [91-92].

No Brasil, a regido mais afetada por contaminag¢do de Hg ¢ a Amazdnica, onde
mineradores usam Hg para recuperar ouro devido a sua capacidade de formacdo de

z

amdalgamas (Hg-Au). Uma vez formada a amdlgama, esta € entdo queimada e por
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volatilizagdo do Hg, obtém-se a separacdo de Hg e Au. Com isso, uma enorme
quantidade de Hg foi utilizada e liberada de modo abusivo no ecossistema local desde
meados da década de 70 até os anos 90. Estima-se que cerca de 100 toneladas de Hg
tenham sido emitidas anualmente, as quais 45% foram despejadas nos rios e 55% na
atmosfera [93].

O Hg e seus compostos podem causar vérios danos a saide tanto em situagoes
de exposi¢do aguda quanto cronica, interferindo, por sua afinidade com grupamentos
sulfidrilas presentes em sistemas enzimdticos, em diferentes 6rgaos e tecidos. Assim,
existem estudos que avaliam o efeito nocivo associado ao Hg nos sistemas nervoso,
reprodutivo, digestivo, renal, cardiaco, imunolégico, respiratorio, entre outros.

A intoxicacdo por Hg pode levar a diversas patologias associadas ao sistema
nervoso central, tais como irritabilidade, insonia, cefaleia, perda auditiva, tremores,
convulsoes, falta de coordenagdo motora, hipersalivacdo, depressao, alucinacdes, coma
e entre outros, inclusive a morte [91]. O sistema nervoso central necessita
exclusivamente da energia proveniente da degradacdo da glicose, uma vez que se tem a
formacdo de acetil coenzima A, a partir de piruvato para a entrada no ciclo do acido
citrico (ciclo de Krebs). Diferentemente, outros tecidos podem utilizar os lipideos como
fonte de energia [94].

O Hg tem alta afinidade por grupamentos sulfidrilas vizinhas (-SH), podendo
provocar alteracdes em sistemas enzimaticos essenciais. A formacgao de acetil coenzima
A, a partir do piruvato é catalisada por um complexo denominado piruvato
desidrogenase, o qual forma em uma de suas etapas um composto com grupamento
sulfidrila que ao se ligar com o Hg, é desativada provocando assim sérias lesdes no
sistema nervoso central, visto que, esta ndo pode dar sequéncia ao ciclo de Krebs e,
posteriormente, as etapas de respiracdo celular. A Figura 8 mostra algumas vias
metabdlicas com destaque para a formagdo de acetil coenzima A proveniente da

glicolise [94].
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Figura 8 — Vias metabdlicas com destaque para a formagdo de acetil coenzima A, a

partir do piruvato da glicdlise. Fonte: Berg e colaboradores [94].

A reagdo de formagdo de acetil coenzima A necessita das 3 enzimas do complexo
piruvato desidrogenase e de 5 coenzimas. Nesta reacdo tem-se a transferéncia de um
grupo acetila proveniente da descarboxila¢do do piruvato para a Coenzima A, ao qual se

liga através de seu grupo sulfidrila terminal, formando uma reagdo rica em energia [94].

HS-CoA NAD® NADH
Acido Lip6ico
\Qamma Pirofosfato (TPy Ie) S\COA
> Y + CO; Equacio 1
H3 Complexo Piruvato Desidrogenase CHs
Piruvato (E, +E, +E,) Acetil Coenzima A

Cada enzima do complexo piruvato desidrogenase catalisa uma etapa de

formagdo de acetil coenzima A, as quais sdo apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Reacgdes de formagao de Acetil Coenzima A catalisadas pelas enzimas do

complexo piruvato desidrogenase.

Enzima Reacido Catalisada
Componente Piruvato Desidrogenase (E) Descarboxilacao Oxidativa do Piruvato
Di-hidrolipoil Transacetilase (E,) Transferéncia da Acetila a CoA
Regeneracdao da Forma Oxidativa da

Di-hidrolipoil Desidrogenase (E3) Lipoamida

Na segunda etapa de formacdo de acetil coenzima A, a qual € catalisada pelo
componente E;, a lipoamida liga-se ao hidroxietil-TPP regenerando o carbanion de TPP
e formando o acetil-lipoamida. Posteriormente, tem-se a formacao da acetil coenzima A,
a partir da reacdo de acetil-lipoamida com a coenzima A, a qual € catalisada pelo
componente E,. A di-hidrolipoamida também formada € entao regenerada a lipoamida, a
qual € catalisada pelo componente E; para que o ciclo catalitico seja completado.
Porém, a di-hidrolipoamida pertence a grupos vizinhos os quais o Hg tem alta afinidade
que, ao se ligar, impede a regeneracdo da lipoamida e, conseguintemente, o reinicio do

ciclo catalitico [94].

H,O .
SH 1 S—Hg
sH Mo S <
, 4 Equacao 2
v : 'R
R H i

Di-hidrolipoamida Quelato de mercirio
do componente E, com a enzima

Uma alternativa para o tratamento desse caso € a administracdo de reagente com
sulfidrilas adjacentes, para competir com as do grupamento di-hidrolipoil pela ligacdao
ao fon metdlico, a fim de formar um complexo reagente-metal relativamente estavel
para poder ser excretado pela urina, por exemplo [94].

A partir destas evidéncias, se torna cada vez mais relevante a necessidade do
controle deste metal, seja na sua forma inorganica ou organica, nos mais diferentes tipos

de matrizes (biol6gicas, ambientais e entre outras).
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3.4Técnicas de Analise e Avaliacdo da Exatidao de Métodos
Analiticos

A avaliacdo da exatiddao dos resultados de andlises de amostras de dlcool
combustivel ndo pode ser feita com o uso de materiais de referéncia certificado, pois
ainda ndo h4 disponibilidade comercial para as espécies estudadas apesar de alguns
materiais estarem sendo desenvolvidos Portanto, a avaliacdo da exatiddao do método
neste tipo de matriz pode ser feita através de testes de adi¢ao-recuperacao de analito.

Assim, o desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos para a
determina¢do de metais em combustiveis é de grande interesse ambiental e econdmico
devido a problemas associados a alta complexidade dessa matriz organica [95]. Dentre
as técnicas analiticas utilizadas na determinacdo de metais pesados que encontram-se
em baixas concentracdes, a Espectrometria de Absor¢do Atomica (AAS) apresenta-se
como uma ferramenta importante, devido a sua alta sensibilidade e especificidade [39,

94]. Uma discussao detalhada da técnica de AAS foi apresentada no capitulo 1.

3.5 Geracao Quimica de Vapor Acoplada a técnica de AAS

A Espectrometria de Absor¢do Atomica (AAS) € considerada atualmente como
uma técnica largamente difundida e bem sucedida, que pode ser empregada na
determinacdo de elementos a nivel traco (ug L") nos mais variados tipos de amostras
[91, 96-97]. Esta técnica apresenta diversas alternativas para as andlises, as quais podem
variar os diferentes tipos de atomizadores ou formas para introduzir a amostra no
equipamento.

Uma das maneiras mais eficientes de se introduzir a amostra no instrumento
pode ser feita através do uso da Geracdo Quimica de Vapor acoplada a Espectrometria
de Absorcao Atomica (CVG-AAS), a qual se baseia na transformacdo da espécie de
interesse em um composto voldtil e seu posterior transporte para a célula de
absor¢do/atomizagdo, geralmente um tubo de quartzo em forma de T aquecido pela
chama ou por resisténcia elétrica, além de outras possibilidades como a retengcao dos
vapores gerados em um tubo de grafite.

A técnica de CVG-AAS, consiste em promover a reagdo da amostra com um

agente redutor adequado, geralmente NaBH,; ou SnCl, em meio dcido para reduzir o
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analito metédlico ou combind-lo com o hidrogénio para promover a geracao de hidretos
metélicos gasosos. Como em temperatura ambiente os hidretos encontram-se na forma
gasosa, apOs a etapa de geracdo, estes sdo separados em um separador gés-liquido e
conduzidos através de um fluxo de gés inerte até a cela de absor¢do/atomizacdo. Esta
técnica pode ser considerada como um dos procedimentos mais populares utilizados
para a determinacdo de elementos como As, Bi, Ge, Pb, Sn, Sb, Te e Se. Além disso, é
considerada como sendo uma técnica que apresenta poucas interferéncias, pois implica
na separacdo do analito da matriz da amostra antes da etapa de atomizagdo, sendo esta
uma das principais vantagens do uso desta técnica [97].

Entretanto, a CVG possui algumas limita¢des, que inclui a suscetibilidade a
interferéncias por concomitantes existentes na solucdo da amostra que interferem na
reacdo de geracdo do hidreto; fatores fisicos associados a solu¢do, como densidade,
viscosidade e volume, que podem afetar a cinética da reacdo; o pH do meio;
concentracdes dos reagentes para promover a reducdo de alguns elementos; o estado de
oxidagdo e a forma em que o analito encontra-se presente na amostra, bem como a
instabilidade dos agentes redutores que sdo utilizados [41].

A técnica de CVG-AAS pode ser dividida basicamente em trés etapas: geracao
da espécie volatil, transporte da espécie volatil até a cela de quartzo e decomposicao do
hidreto até a total atomizacao do elemento a ser determinado [98].

Em relacdo a instrumentagdo, existem trés formas de promover a geragdao de
vapor:

e Sistema de injecdo em fluxo (FI): sdo baseados no bombeamento de solu¢des,
onde um pequeno volume da amostra, geralmente 100 a 1000 puL sdo injetados na linha
de uma solucdo carreadora em intervalos regulares de tempo, a qual sofre dispersao ao
ser conduzida através do percurso analitico at¢é um ponto de confluéncia com uma
solucdo redutora. As espécies gasosas sdo geradas em uma bobina reacional e apés, sdo
separadas em um separador do tipo gds/liquido (GLS), e por fim, sd@o conduzidas pelo
gds carreador até ao atomizador.

e Sistema de Fluxo Continuo (CF): apresenta um procedimento semelhante ao
sistema de FI, mas neste caso ocorre um bombeamento continuo da solu¢cdo da amostra
e reagentes até o ponto de confluéncia, sendo assim, um volume maior tanto de
amostras quanto de reagentes se faz necessdrio. A medida € realizada em altura do sinal

e sofre influéncia pela libera¢ao da espécie na fase liquida.
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e Sistema em batelada: € um sistema manual para a introducdo da amostra, onde
volumes em torno de 1 a 50 mL de amostra em meio dcido sdo colocados em um frasco
reacional, e posteriormente, com o sistema fechado sdo adicionados o reagente redutor
com uso de uma bomba peristéltica ou injetado manualmente ou por pressao. A reagdo e
a liberacdo do hidreto ocorrem no mesmo frasco de reacdo e a espécie gasosa € entao
transportada para a célula de absorcdo/atomizacao através de um fluxo gés de carreador.
Esse transporte da espécie volatil até o atomizador € chamado de transferéncia direta
[98-99].

Viérios métodos de CVG-AAS tém sido estudados, tal como a geracdo de
hidretos e vapor frio, além de outras maneiras de se gerar espécies de vapor, como
reacoes de alquilagcdo, geracdo de haletos, geracdo quimica de derivados carbonilados,
geracdo eletroquimica de vapor e geracdo de vapor frio com aplicagdo de energia
ultrassénica [100-104].

O método analitico, baseado na AAS, mais amplamente utilizado para a
determinacdo de concentragcdes de Hg em uma grande variedade de matrizes, é
conhecido como Geragdo de Vapor Frio, popularmente conhecida em inglés como sendo
a Cold Vapor (CV-AAS). Esta técnica € especifica para a determinagdo de Hg, pois é um
elemento cuja forma atdmica (Hgo) estd presente na forma de vapor a temperatura
ambiente, visto que, este possui considerdvel pressdao de vapor nesta temperatura maior
que 1,6 mbar a 20 °C [98].

Poluetkov e Vitkun desenvolveram e implementaram a técnica mais utilizada
para a determinacdo de Hg. Durante algumas investigagdes por Espectrometria de
Absor¢do Atdomica por Chama (F AAS), os autores perceberam o aumento da magnitude
do sinal de absorvancia, de uma a duas ordens de grandeza, quando o agente redutor era
adicionado (no caso o SnCl,) a amostra aspirada pelo nebulizador pneumadtico do
equipamento. A partir destas observacdes foi possivel verificar que ndo seria necessario
0 uso do nebulizador pneumadtico e da chama, pois o Hg podia ser transformado em
vapor atdmico somente pela adi¢do do agente redutor na amostra em solucao, onde no
momento da adi¢do, o analito poderia ser conduzido através de um fluxo de gés inerte
até uma cela de quartzo. Os autores foram os primeiros a usar esta reacdo combinada
com a AAS, mas ndo foram os primeiros a descrever a reducao de sais de Hg elementar
no estado gasoso com SnCl,. Outros autores também reportam o uso desta técnica, mas

com pequenas modificagdes para determinacdo de Hg nas mais diversas amostras [104].
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A CV-AAS baseia-se na redug¢do da forma ionica ou organica do Hg para a
forma elementar (Hg2+ a Hgo), utilizando um agente redutor adequado (SnCl, ou
NaBH,), onde o vapor gerado é transportado através de um fluxo de gas inerte até a
célula de absor¢do, situada longitudinalmente no caminho 6ptico do equipamento de
AAS, nao necessitando de aquecimento, caracterizando assim, um sistema de geracao
de vapor frio. E uma técnica relativamente simples, de baixo custo, quando comparado
as demais técnicas analiticas apresentando alta sensibilidade e auséncia quase absoluta
de interferéncias espectrais [39].

A especificidade do comportamento do Hg, em ser reduzido a sua forma
elementar, permite o uso de uma cela de quartzo fria, e principalmente, a importancia
ambiental deste elemento, tem levado os fabricantes a oferecer ao mercado
equipamentos exclusivos para a sua determinacdo. Em geral, sdo equipamentos com
uma cela de absor¢do de caminho 6tico mais longo, de modo a aumentar a sensibilidade,
que utilizam lampadas de descarga de Hg como fonte priméria de radiacido, que sdao
mais potentes, diminuindo, assim, o nivel de ruido, com detectores de estado sélido e
sistema de fluxo acoplado. Consequentemente, estes equipamentos apresentam
melhores limites de detec¢ao [39].

Levando em consideracdo as limitacdes e os inconvenientes da Geragao Quimica
de Vapor convencional, principalmente pelo uso de SnCl, ou NaBH, que sdo instaveis e
caros, bem como os tratamentos extensivos das amostras, novos estudos vém sendo
desenvolvidos para a substituicdo ou reducdo do uso de reagentes redutores utilizados
na respectiva técnica, e dentre estas novas técnicas, a Geracdo Fotoquimica de Vapor
(photo-CVQ@G), que utiliza a radiacdo ultravioleta para a redugdo de analitos, tem se
mostrado uma alternativa, apresentando-se como uma metodologia mais simples e

barata quando comparadas a outras técnicas de geragao de vapor.

3.5.1 Espectrometria de Absorcao Atomica Acoplada a Geracao Fotoquimica
de Vapor (photo-CVG-AAS)

Os primeiros estudos que apontam o uso de radiacdo ultravioleta (UV) surgiram
em 1966, onde Golimowski e colaboradores [106] descrevem o uso da geragdo
fotoquimica de vapor para promover a decomposi¢do de matéria organica em amostra

de dgua de mar, a fim de determinar elementos e compostos inorganicos. Para facilitar o
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processo de oxidagao, agentes oxidantes fortes, tais como O3, K,S,05 ¢ K,Cr,0O7, como
também HNO3 ou H,0, foram adicionados junto ao sistema. Com isso, a irradiagdo UV
pode produzir radicais OH e O na presenca de compostos organicos, e outros radicais
como CO e R podem também surgir e promover a reducdo fotoquimica das espécies
[107-110].

Dentre as fontes de radiacdo UV disponiveis comercialmente (lampadas de
deutério, xendnio ou vapor de Hg), a de vapor de Hg é a mais usada em laboratérios e
industrias, devido ao seu custo relativamente baixo e ser de facil funcionamento, bem
como por possuir eficiéncia energética e espectral. A Figura 9 ilustra uma relacdo entre
os tipos de lampadas.

1 1 L 1 | 1 l
i 1 T 1 I I |

EPO 400 600 800 1 OPO
T

| Incandescentes

Xenonio

[ Fluorescentes |

Hg m/a pressao |

| Hg (baxa pressio)

Figura 9 - Dominio dos espectros de emissao dos principais tipos de lampadas, A em

nm. Fonte: Cavicchioli, A.; Gutz, .GR. [107]

A lampada de Hg possui baixa pressdo, que resulta em eficiéncia de conversao
da poténcia em radiacdo UV, onde é melhor do que em lampadas de média e alta
pressao que, apesar de apresentarem poténcia nominal de aproximadamente uma ordem
de grandeza maior, convertem em luz UV somente cerca de 30% da poténcia elétrica
consumida [107]. A Figura 10 mostra uma lampada de Hg que pode ser usada no

sistema de reducao fotoquimica.
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Figura 10 - Reator fotoquimico que utiliza uma lampada de Hg de baixa pressdo para
emissdo da radiacdo UV com poténcia nominal de 15 W envolvida com uma bobina de
Teflon®.

Muitos artigos apresentam possiveis mecanismos envolvidos na geragdo
fotoquimica de vapor, mas até o presente momento, ndo se chegou a um mecanismo
definitivo, devido a natureza complexa das reagdes fotoquimicas. Supondo que uma
espécie volatil possa ser gerada com ou sem o uso do TiO, (agente catalisador), pode-se
propor entio dois mecanismos diferentes. E muito comum o uso do TiO, como
catalisador semicondutor dada a sua grande eficiéncia, insolubilidade em fase aquosa e
atoxicidade. Baseado na absor¢do pelas particulas do catalisador TiO2 (Eband-gap = 3,2
eV), de fotons de energia suficiente para que se verifique a promog¢ao de um elétron da
BV (banda de valéncia) para a BC (banda de conducio), sdo gerados centros oxidantes
(lacunas), na banda de valéncia onde estes centros de potencial sdo suficientes para
oxidar moléculas de solvente (H,O e HO", meio aquoso), e também moléculas de
substratos adsorvidos na superficie do semicondutor, produzindo radicais hidroxilas e
radicais organicos (HRe+ads) [108-110].

A radiacdo UV forma compostos intermedidrios a partir da interagdo com
compostos organicos ou inorganicos. Os mecanismos fotoquimicos de reagdo envolvem
vdrias etapas que podem ser agrupadas em processos primdrios e secunddrios. Nos
processos primdrios, ocorre interacdo direta entre a radiacdo e as espécies quimicas
presentes no meio. O primeiro passo € sempre uma transicdo eletrOnica, ou seja, a

passagem para um estado excitado, visto que a reatividade de espécies excitadas
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eletronicamente €, evidentemente, bem diferente daquela de moléculas no estado
fundamental. Portanto, sua subsequente evolucdo conduz a formacgdo de produtos que
seriam impossiveis de alcangcar a partir da molécula no estado ndo excitado. Os
processos secunddrios sdo reacdes térmicas convencionais, que permitem converter
espécies intermedidrias geradas durante a primeira etapa e sé sdao fotoquimicos no
sentido de que envolvem espécies formadas por efeito da radiacdo [107].

Atualmente, o uso de reagentes alternativos, no processo de oxidacdo das
espécies, vem sendo apresentado com a adicdo de 4cidos organicos de baixo peso
molecular, tais como dcido férmico (CH,0,), dcido acético (C,H40,), 4cido propidnico
(C3HgO,) e acido malodnico (C3H404), visto que o produto da reacdo da solucdo desses
acidos, quando irradiados com UV (H', CO" e CHj3) sdo capazes de reagir com uma série
de ions para a producdo de compostos voldteis. Recentemente, varios autores vem
apresentando discussdes sobre o suposto mecanismo envolvido na redugdo fotoquimica
de espécies metdlicas, as quais se dao através de radicais organicos formados da

seguinte maneira, onde R = C,Hy,1,1en=0, 1 e 2 [109].

0 o
hv R C'% -
R _ > + N — R—H 4+ CO, Equacao 3
OH OH
(0] (0]

R‘\p}-{ —— R—C 4 HO ——> HC—OH 4 CO Equagdo 4
o)

A primeira reacdo ocorre mais frequentemente do que a segunda, pois a ligacao
entre C-R apresenta uma diferenca de eletronegatividade menor do que a ligacio C-O,
o que € preferivel para uma cisdo do tipo homolitica. Com isso, quanto maior for a

cadeia R, menos favorével se torna a segunda reacao.
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Como também pode ser observado em um mecanismo proposto por Guo e
colaboradores [108], onde hd uma redugdo de Se** a Se’ por meio de radicais formados
a partir dos 4cidos organicos de baixo peso molecular por photo-CVG, conforme segue

0 equacao abaixo:

(0]
P R—( + se* L RsSe 4+ 2CO, Equagao 5
OH
(0]
/ 4+ hv
R + S¢ — > SeCO 4 ROH Equacio 6
OH

Para o Hg, Zheng e colaboradores [110] propuseram um mecanismo semelhante

considerando a adicao de HCOOH, conforme segue a reagao:

(e]
2+ h
HA./< + Hg _ W . Hg 4+ CO 4 Hz Equacéo 7
on  (ouCHyHg") (ou H,0)

A técnica de geracdo fotoquimica de vapor consiste na introducao da solucdo em
um tubo de quartzo com vazdo especifica, controlada por meio de uma bomba
peristaltica que flui continuamente pelo sistema de radiacdo UV. Posteriormente, a
amostra proveniente do reator fotoquimico € diretamente misturada com um fluxo de
gds inerte (argdnio) e introduzida em um separador gas/liquido, onde as espécies
voléteis resultantes serdo transportadas para uma cela de absor¢do ou forno de grafite do
espectrometro, para a retencdo de vapores antes da etapa de atomizagdo [109]. Tal

procedimento pode ser visualizado no esquema da Figura 11.
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Figura 11 — Esquema de um sistema de photo-CVG. Fonte: Vieira e colaboradores [99].

Além de levar em consideragdo o dcido de baixo peso molecular adicionado para
a reacdo de formagdo dos compostos volateis, outras varidveis também sdo importantes
para a técnica de photo-CVG, tais como a fonte de radiag¢do (sendo esta de vapor de Hg
em baixa pressao), o caminho da amostra através da lampada (constituido de tubos de
politetrafluoretileno ou de quartzo), o tempo de irradiacdo, a espécie do analito e o tipo
da amostra, bem como a vazio da amostra. Essas condi¢cdes devem ser necessariamente
otimizadas para a determinagdo de cada elemento em uma amostra especifica, a fim de
obter as melhores condi¢des para a formacao das espécies volateis [111].

Com base em metodologias que visam a formagdo de compostos voldteis a partir
da radiacdo UV, recentemente, trabalhos vém sendo desenvolvidos para a determinagdo
de elementos que sejam favordveis a geracdo de vapor a partir desta técnica,
apresentando resultados comparaveis em termo de eficiéncia de geragao.

Vieira e colaboradores desenvolveram pesquisas para a determinagdo de Hg total
e metilmercirio em amostras bioldgicas com reducido fotoquimica pela exposi¢do a
radiacdo UV e deteccdo por CV-AAS. As amostras foram solubilizadas em meio de
HCOOH 10% v/v e de TMAH 2,5% m/v e em seguida foi determinado o teor de Hg
total, apés o mesmo ser reduzido pela exposi¢do da solugdo a irradiacdo ultravioleta. Ja
para a determinacdo de metilmercurio, as amostras foram solubilizadas com TMAH
0,125% m/v, diluidas com CH3COOH 10% v/v e pH ajustado para 0,3 com HCI. Os
resultados foram validados com a andlise de materiais bioldgicos de referéncia
certificados, confirmando assim, a veracidade da metodologia proposta. Através dos
resultados, também foi possivel observar a especiacdo para mercurio, sem a necessidade
do uso de uma técnica cromatogréfica. Para este estudo, foi utilizado um tempo 108

segundos de exposi¢do das amostras a radiacio UV (vazdo da amostra de 5 mL min™") e
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um fluxo de gds carreador de 56 mL min™' para a geracdo das espécies voldteis. Sendo
assim, os autores obtiveram LOD de 6 ng g para Hg total quando foi utilizado HCOOH
e LOD de 8 ng g para CH;Hg" utilizando TMAH [99]. Em outro trabalho, Madden e
Fitzgerald desenvolveram um estudo comparativo para determinagdo de mercurio pela
investigacdo da geracdo de vapor com fotdlise ultravioleta usando aprisionamento em
forno de grafite por Espectrometria de Absor¢do Atdmica. Nesta metodologia, foi
investigada a melhor condicdo de geracdo e reducdo para a quantificagdo de Hg2+’ onde
foram otimizadas as condig¢des ideais de forma independente, como uma concentragao
de 3 mol L' de CH;COOH, tempo de 10 minutos de exposicdo das amostras  radiacio
UV devido ao uso de uma pen light, um fluxo de gds carreador de 1 mL min’,
temperatura de pirdlise de 650°C durante 5 segundos com um volume de 5 uL da
solu¢do do modificador quimico (Pd). Sendo assim, os autores obtiveram um LOD de

0,12 pg L' para a determinacdo de Hg** pela respectiva técnica analitica.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Instrumentacio

Todas as medidas foram realizadas utilizando um espectrometro de absorcao
atomica modelo AA-6300 (Shimadzu, Japao), equipado com uma lampada de catodo
oco de Hg (Hamamatsu photonics K.K, Japdo) e um corretor de fundo com lampada de
arco de deutério. O espectrometro foi operado sob as seguintes condi¢des: comprimento
de onda de 253,7 nm, fenda espectral de 0,7 nm e corrente da lampada de 6,0 mA. Um
atomizador de tubo de quartzo (QTA) com comprimento de 14,7 cm e um diametro de
2,4 mm foi montado no compartimento da chama do espectrometro, posicionado no
caminho 6ptico e mantido a temperatura ambiente. Argdnio, com uma pureza de 99,
996% (Linde, Barueri, SP) foi usado como gds carreador. Para avaliagdo do sinal, as
medidas foram feitas em absorvancia integrada em modo continuo. Uma lampada de
UV com baixa pressao de vapor de Hg (254 nm, 15 W, Cole Parmer, Estados Unidos)
foi usada no reator fotoquimico, e o caminho pelo qual as solugdes passaram, foi
construido usando tubos de quartzo envolvendo a lampada, com um volume interno
resultante de aproximadamente 26,0 mL, como € mostrado na Figura 12. As solugdes
foram transportadas para o reator fotoquimico através de dois sistemas: o primeiro
utilizando uma bomba peristdltica Shimadzu modelo HVG-1 Hydride Vapor Generator
(Japdo) com uma vazio constante de Ar de 70 mL min™' para a introdugio ao separador
gas/liquido a fim de efetuar o transporte das espécies volateis resultantes diretamente
para o QTA para todas as determinacdes. J4 no segundo sistema, foi utilizada uma
bomba peristéltica Ismatec modelo CP-78017-35 (Cole Parmer, Vernon Hills, Estados
Unidos). A vazao do fluxo de gis foi controlada através de um fluxometro modelo
03217-10 de 150 mm (Cole Parmer, USA), o qual foi ajustado em uma vazao de 51,7
mL min" de Ar, sendo utilizado para introducdo ao separador gds/liquido a fim de
efetuar o transporte das espécies volateis resultantes diretamente para o QTA. As
Figuras 13 e 14, mostram respectivamente, os esquemas dos sistemas 1 e 2 utilizados no

presente trabalho.
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Figura 12 - Reator fotoquimico utilizado nos dois sistemas estudados no presente
trabalho.
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Figura 13 — Esquema utilizado para o sistema 1 comercial que foi adaptado para ser

utilizado com a photo-CV-AAS.
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Figura 14 — Esquema utilizado para o sistema 2 ndo comercial utilizado para a photo-
CV-AAS.

As andlises por CG-MS foram realizadas em um cromatégrafo a gas modelo
GC 2010 (Shimadzu, Japao) acoplado ao espectrometro de massas - QP2010 Plus, com
injetor automdtico AOC-20i, coluna capilar RTX-IMS (100% metilpolissiloxano,
30 m x 0,25 mm, 0,25 pm). As andlises cromatogrificas foram efetuadas em um
cromatégrafo a gids modelo GC2014 (Shimadzu, Japdo) equipado com injetor
split/splitless, detector por ionizagdo em chama (FID) e coluna capilar coluna RTX-1

(100% metilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um).
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4.2 Materiais e Reagentes

Os reagentes utilizados em todos os experimentos foram de grau analitico e
todas as solucdes foram preparadas utilizando dgua de alta pureza tratada em um
sistema Direct-Q 3 de purificacdo de dgua (Millipore Corporation, Bedford, USA) com
resistividade de 18,3 MQ cm. Uma solucdo estoque de 1000 mg L' de Hg** foi
preparada pela diluigdo adequada de uma ampola Titrisol (Merck, Darmstadt,
Alemanha) em HNO3 0,5% v/v. Similarmente, padrdes de 1000 mg L' de CH;Hg" e de
400 mg L' de C,HsHg" foram preparados pela dissolucdo do sal de cloreto de
metilmercirio (Fluka Analytical, Steinheim, Alemanha) e cloreto de etilmercurio
(Analytical Supelco, Bellefonte, Estados Unidos), respectivamente, e diluidos em meio
de etanol bidestilado. Também foram usados reagentes como dcido férmico 98 % v/v
(Fluka Analytical, Alemanha), dcido acético glacial 99 % v/v (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil). O dlcool etilico utilizado foi bidestilado abaixo do seu ponto de ebulicao em um
destilador de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).

Frascos de polipropileno (PP) foram utilizados para o preparo e preservagdo das
amostras. Os frascos de PP, vidrarias e materiais de laboratério, foram lavados, logo
apo6s foram imersos em uma solucdo de HNOs 10 % v/v durante 48h, e posteriormente,

enxaguados com agua de alta pureza e postos para secar em capela de exaustao.

4.3 Preparo das Amostras e Solucoes de Calibracao

As amostras de dlcool combustivel foram adquiridas em postos de combustiveis
da regido e foram usadas para o desenvolvimento e avaliagao do método proposto para a
determinacgao de Hg.

As amostras foram preparadas em dois diferentes meios de dcidos orgéanicos de
baixo peso molecular, utilizando acido férmico e 4cido acético para a determinagdo de

Hg”*, CH3Hg" e C,HsHg", conforme é apresentado a seguir:

4.3.1Acido Férmico

Neste procedimento, foram utilizados 25 mL da amostra de alcool combustivel,
ao qual foram adicionados 1, 275 mL de HCOOH e o volume final foi completado com

dgua desionizada a 50 mL, resultando em um volume final de 50% v/v para a amostra
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de dlcool combustivel e de 2,5% v/v de HCOOH. Semelhantemente, as solug¢des de

calibragdo foram preparadas do mesmo modo, porém utilizando 4lcool bidestilado.

4.3.2Acido Acético

Neste procedimento, foram utilizados 25 mL da amostra de alcool combustivel,
ao qual foram adicionados 2,52 mL de CH3COOH e o volume final foi completado com
dgua desionizada a 50 mL, resultando em um volume final de 50% v/v para a amostra
de élcool combustivel e de 5% v/v de CH;COOH. Semelhantemente, as solucdes de

calibragdo foram preparadas do mesmo modo, porém utilizando 4lcool bidestilado.

4.4. Procedimento Analitico

Para o procedimento das medi¢des, 50 mL de cada solug@o (amostra ou solucao
de calibracdo) foram introduzidas no reator fotoquimico através de uma bomba
peristéltica, com uma determinada velocidade de rotag@o, o qual fornecia uma vazao das
solucdes e determinava o tempo de exposicdo frente a luz UV. Subsequentemente, a
solug@o proveniente do reator fotoquimico foi diretamente misturada, em um ponto de
confluéncia, com um fluxo de gas Ar e introduzida no separador gas/liquido, onde as
espécies volateis formadas foram entdo transportadas para a cela de absorcao do AAS.

Entretanto, algumas condicdes operacionais foram otimizadas antes das
calibracdes e quantificacoes deste metal nas amostras estudadas. Para ambos os
sistemas foram otimizados os efeitos da concentracdo dos dcidos organicos de baixo
peso molecular (HCOOH e CH3;COOH) utilizados no preparo das solucdes das amostras
e o tempo de exposicdo destas a radiacdo UV. A taxa de vazdo do gds de arraste foi
otimizada somente para o sistema 2. Estes parametros sdo fundamentais para se obter
um melhor sinal analitico para a reducdo das espécies.

O sistema 1, de origem comercial tem a vazdo do gas carreador fixa e nao
permite um controle minucioso deste parametro, o que fez com que durante o
desenvolvimento da dissertacdo um novo sistema fosse estudado (sistema 2), o qual foi
configurado e montado em nosso grupo de pesquisa, com a finalidade de melhorar a
sensibilidade e obter um melhor limite de deteccdo. Posteriormente, curvas de

calibracdo em uma faixa linear de 5,0 até 20,0 ug L! para o sistema 1 e de 2,5 até 10,0
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ug L para o sistema 2 para cada espécie de Hg estudada foram construidas no mesmo
meio de preparo das solucOes das amostras, a fim de minimizar diferencas entre as
solucdes e evitar uma possivel interferéncia provocada pela matriz da amostra. Em
seguida, curvas de calibracdo em uma faixa linear de 2,5 até 10,0 ug L™ para ambos os
sistemas foram construidas no mesmo meio do preparo das solugdes das amostras
somente para a espécie inorganica de Hg, para posterior leitura de solu¢des das amostras
contento adi¢do simultanea das trés espécies estudas, a fim de determinar a quantidade

de Hg total independente da espécie presente na amostra.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Otimizacoes das condi¢coes experimentais

Inicialmente, foi feito um estudo para avaliar o risco de explosdo de uma solugdo
inflamavel, no caso, os meios alcodlicos, em contato com a radiacdo UV. Foram
testadas concentragdes que variaram de 5 a 50% com um tempo de exposi¢ao de 4,2
minutos, constatando-se que até a maior concentragdo estudada, ndo houve nenhum
risco de explosdo. Entdo, a concentracdo de 50% foi adotada para os posteriores

estudos.

5.1.1 Efeito da concentracao dos reagentes no preparo das amostras

Acidos orgénicos de baixo peso molecular, como por exemplo, o dcido férmico e
o 4cido acético, sdo comumente utilizados em estudos que envolvem a geracdo
fotoquimica de vapor através da exposicdo a radiacdo UV, devido a uma elevada
eficiéncia em gerar espécies volateis [106]. Desta forma, as amostras de dlcool
combustivel foram preparadas com a adicdo de 10 pg L' de Hg provenientes de
diferentes espécies, em meio de dcidos organicos com concentragdes que variaram de
0,5 a 20 % v/v, avaliando dessa forma o efeito da concentracdo destes dcidos no sinal
analitico de Hg.

Simultaneamente, este mesmo estudo foi realizado para amostras de alcool
etilico bidestilado, com o objetivo de avaliar a melhor concentragdo, onde nao haja
discrepancia entre os sinais analiticos obtidos na presenca das solucdes padrdao e das
amostras, com a finalidade de eliminar um possivel efeito de matriz, possibilitando
assim o uso da técnica de calibragdo padrao convencional.

A Figura 15 apresenta o estudo para avaliar o efeito da concentracdo do acido
féormico no sinal de absorvancia de solucdes de dlcool bidestilado ou dlcool
combustivel, contendo 10 ug L' de Hg preparado a partir do Hg2+, CH;Hg" ou
CH;CH,Hg". As medic¢des foram realizadas utilizando o sistema 1 (photo-CV-AAS).
Como se pode observar, hd um aumento significativo do sinal analitico até a
concentracdo de 2,5 % v/v de HCOOH para ambas as solugdes e, nas concentracdes

mais elevadas, ocorre uma diminui¢do do sinal de absorvancia e a partir de 4% v/v de
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HCOOH pode-se verificar uma diferenca no sinal para todas as espécies estudadas em

ambos os meios alcodlicos.
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Figura 15 - Efeito da concentracio do HCOOH no sinal analitico para solucdes de
dlcool bidestilado (-0-) ou dlcool combustivel (-0-) contendo 10 pg L™ de Hg a partir

das espécies de (A) Hg™*, (B) CH3Hg" ou (C) CH;CH,Hg".

O efeito da concentracdo do dcido acético no sinal de absorvancia de Hg das
solugdes de alcool bidestilado e alcool combustivel também foram avaliados e a Figura
16 apresenta os resultados obtidos. De acordo com a figura, um comportamento
semelhante ao do HCOOH foi observado em ambas as solucdes. No entanto, a

concentracdo de 5 % v/v do reagente proporcionou um maior sinal de absorvancia.
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Figura 16 — Efeito da concentragdo do H3CCOOH no sinal analitico para solucdes de
dlcool bidestilado (-o-) ou dlcool combustivel (-0-), contendo 10 ug L™ de Hg a partir

das espécies de (A) Hg**, (B) CH3Hg" ou (C) CH;CH,Hg".

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 15 e 16, fica evidente a
eficiéncia do sistema para promover a geracdo fotoquimica de vapor de Hg” utilizando a
radiacdo UV, tanto a partir da espécie inorganica quanto das espécies organicas de Hg
em meio de 4dcidos organicos de baixo peso molecular, como evidenciado pelo fato de
que o CH3Hg" e CH3CH,Hg" sdo degradados pela quebra das ligacdes C-Hg seguido da
posterior reducdo do Hg** a Hg". Como pode se observar por este estudo, ndo houve
uma separagdo ou diferenca significativa nos sinais de absorvancia das diferentes
espécies de Hg. Sendo assim o reator fotoquimico utilizado ndo possibilitou realizar a
separacdo das espécies de Hg (especiacdo), uma vez que este foi projetado de tal forma
que permitisse um elevado tempo de exposi¢ao da amostra a radiacdo UV, em canais

construidos em quartzo com didmetro interno de 2,4 mm, possibilitando assim, uma
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elevada eficiéncia do sistema para a determinacdo de Hg total independente da espécie
de Hg nas amostras. Desta forma, as concentracdes de 2,5 % v/v de HCOOH e 5% v/v
para o H3CCOOH foram escolhidas e adotadas para os trabalhos subseqiientes, uma vez
que estas concentragdes ja foram suficientes para a obtenc¢do de 6timos sinais de
absorvancia de Hg, com uso minimo dos reagentes.

Também se pode perceber a eficiéncia do HCOOH em baixas concentragdes
para a reducdo das espécies de Hg, uma vez que este reagente € facilmente oxidado a
CO, com formacdo minima de intermedidrios, devido ao tamanho da sua cadeia
carbdnica [113]. A vazdo de amostra fixada foi de 6,2 mL min'l, a qual corresponde a 70
rpm de velocidade de rotacdo da bomba peristdltica e um tempo de exposicdo a
radiacdo UV de 4,2 minutos, com uma vazdo de fluxo de gés carreador de 70 mL min™
utilizando o sistema 1.

Foi possivel observar também, de acordo com as Figura 15 e 16, que apenas
utilizando o meio alcodlico, ou seja, sem adicdo de 4cidos organicos de baixo peso
molecular, hi formacdo de Hg’, porém com um sinal de absorvincia menos intenso
quando comparado com os sinais analiticos na presenga destes reagentes. Este fato
também € relatado por Han e colaboradores [114], onde na presenca de alcodis, aldeidos
ou 4cidos carboxilicos de baixo peso molecular, h4 a conversdo de Hg** a Hg" utilizando
apenas a radiagdo UV. No entanto, como pode ser verificado pelos nossos estudos, ha
uma resposta no sinal muito diferente entre o dlcool combustivel e o bidestilado quando
nio se usa os acidos organicos, o que dificulta o procedimento de calibragdao. Para
compreender melhor este efeito, um estudo foi realizado empregando a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e os espectros de

massa obtidos s@o apresentados na Figura 17.



64

&=

£

=

Figura 17 — Espectro de massas de (A) dlcool bidestilado e (B) dlcool combustivel.

De acordo com o Espectro de Massas apresentado na Figura 17 nao € possivel a
visualizagdo do pico correspondente a massa caracteristica do metanol em dlcool
combustivel, devido ao programa de temperatura utilizado no procedimento de anélise,
0 que acarretou na volatilizacdo do mesmo. Porém, conforme Figura 18, a qual se trata
de um cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa com detector por ionizacdo de
chama (GC-FID), € possivel visualizar um pico caracteristico do metanol, o qual se
encontra antes do pico caracteristico do etanol. Esse cromatograma pode ser comparado
com um de referéncia, que foi retirado da literatura, em um trabalho desenvolvido por

McCurry e colaboradores [115].
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Figura 18 — Cromatograma da amostra de dlcool combustivel.

Pode se observar por este estudo que o dlcool combustivel apresenta outras
espécies organicas em sua composi¢do, como por exemplo, o metanol, que € uma
espécie com pequena cadeia carbdnica, o que também leva a formacdo de radicais e
desta forma, aumenta a efici€éncia da geracao fotoquimica de vapor, justificando assim, a
obtencdo dos maiores sinais de absorvancia de Hg no dlcool combustivel frente ao
alcool bidestilado na auséncia os acidos organicos de baixo peso molecular.

Ao considerar os dois sistemas utilizados no presente trabalho, o efeito da
concentracdo dos reagentes no preparo das amostras foi fixado, pois este ndo depende
dos diferentes sistemas utilizados, uma vez que o reator fotoquimico nao foi alterado em
ambos os sistemas, porém, as demais otimiza¢des como efeito da vazdo da amostra e
efeito da vazao do gés carreador foram avaliados para cada sistema independentemente,

como serd discutido a seguir.

5.1.2 Efeito da vazao das solucoes de amostra e padrao

5.1.2.1. Sistema 1

O tempo de residéncia da amostra no caminho do reator fotoquimico ¢é
considerado um parametro importante a ser otimizado, pois a quantidade de radiacdo
UV recebida é que ird determinar a extensao da formagao dos radicais produzidos, o que

estd diretamente relacionado a eficiéncia de reducao das espécies de Hg. Sendo assim,
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foi investigado o efeito do tempo de irradiacdo na resposta do sinal analitico para todas
as espécies de Hg estudadas, através da mudancga da vazdo das solucdes de amostra e
padrdo, ou seja, a velocidade de rotagdo da bomba peristéltica, levando em consideracao
também o comprimento do tubo de quartzo envolto no reator fotoquimico, onde o seu
volume interno é de 26 mL. Para ambos os meios foram avaliados os tempos de
irradiacao variando conforme as velocidades de rotacdo da bomba peristéltica, os quais

sdo apresentados na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11 — Tempo de irradiacdo da amostra em funcdo da velocidade da bomba
peristdltica para o sistema photo-CV-AAS 1 wusando o Tygon® de cor

laranja/roxo/laranja com diametro interno de 2,62 mm.

Velocidade de rotagdo da bomba Vazao da solucao  Tempo de radiacao
peristéltica (rpm) (mL min'l) (min)
20 2.4 10,8
30 3,2 8,1
40 4,0 6,5
50 4.8 5.4
60 5,6 4,6
70 6,2 4,2

A bomba peristaltica possui uma velocidade reguldvel de 0 a 100 rpm, porém os
estudos foram realizados até a velocidade de 70 rpm da bomba peristaltica, pois a partir
desse valor, a velocidade ndo variava, permanecendo sempre constante, o que pode estar
relacionado a problemas no controle elétrico da bomba peristéltica.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos para o efeito da vazao da amostra no
sinal de absorvancia do Hg preparado a partir de Hg**, CH;Hg" ou CH;CH,Hg", na
concentracdo de 10 pg L', em solugdes de dlcool bidestilado e de dlcool combustivel,
variando o tempo de exposi¢do para todas as espécies estudadas em ambos os meios

alcodlicos.
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Figura 19 - Efeito da vazdo da amostra no sinal analitico para solug¢des de dlcool
bidestilado (-0-) e de dlcool combustivel (-0-) contendo 10 ug L' de Hg a partir das
espécies de (A) Hg”*, (B) CH3Hg" ou (C) CH3;CH,Hg" para o sistema photo-CV-AAS 1

sem a presenca dos dcidos organicos de baixo peso molecular.

Através deste estudo, pode-se observar nos graficos da Figura 19 que com o
aumento da velocidade da bomba peristéltica, ou seja, a mudanga da vazao da amostra e
consequentemente do tempo de radiagdo, hd um aumento proporcional da intensidade
do sinal de absorvancia para as espécies de Hg estudadas, o que deve estar associado a
uma maior geragao de radicais que sdo eficientes para promover a geracao das espécies
volateis, o que reflete no aumento do sinal. Nesse sistema comercial utilizado, ndo hd a
possibilidade de controle da variagdo da vazao do géas carreador, que € fixa no aparelho
em 70 mL min™. Além disso, a velocidade de rotacdo da bomba peristdltica ndo varia a
partir de 70 rpm ( tempo de radiacdo de 4,2 minutos e vazdo da amostra de
6,2 mL min), mesmo que o gerador permita o aumento dessa velocidade até 100 rpm.
Sendo assim, estas condi¢des foram selecionadas para os experimentos posteriores
utilizando ambos os meios, tanto para o dlcool bidestilado quanto para o dlcool

combustivel.
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5.1.2.2 Sistema 2

De modo similar ao sistema 1, porém utilizando uma bomba peristdltica com
uma velocidade de rotagdo com maior precisdo, o efeito da vazdo da amostra foi
reavaliado e os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 20. As velocidades
de rotacdo desta bomba peristaltica e os respectivos tempos de exposi¢do da amostra a

radiacao UV, sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Tempo de radiacdo da amostra em funcdo da velocidade da bomba
peristdltica para o sistema photo-CV-AAS 2, wusando o Tygon® de cor

amarelo/azul/amarelo com didmetro interno de 1,52 mm.

Velocidade de rotacio da bomba Vazao da solucao Tempo de radiacao

peristaltica (rpm) (mL min'l) (min)
30 3,0 8,7
40 4,0 6,5
50 5,0 5,2
60 6,0 4,3
70 7,0 3,7
80 8,0 3,2
90 9,0 2,9

99 9,6 2,7
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Figura 20 - Efeito da vazdo da amostra no sinal analitico para solugdes de dlcool
bidestilado (-o-) e de dlcool combustivel (-0-) contendo 10 pg L' de Hg a partir das
espécies de (A) Hg**, (B) CH3Hg* ou (C) CHsCH,Hg" para o sistema photo-CV-AAS 2,

sem a presenca dos dcidos organicos.

Através da Figura 20, pode-se observar que, tanto em meio de dalcool
combustivel como de dlcool bidestilado, aumentando a velocidade de rotacdo da bomba
peristéltica, ou seja, a mudanca da vazdo da amostra e, consequentemente do tempo de
exposicao a radiacao UV, € produzido um proporcional aumento do sinal de absorvancia
para todas as espécies de Hg estudadas. Foram avaliados tempos de exposi¢do a
radiacdo UV variando entre 2,7 e 8,7 minutos, o que representa vazdes entre 3,0 a 9,6
mL min™. Neste estudo, pode-se perceber que com uma velocidade de rotagio de 90
rpm, hd uma maior intensidade no sinal de absorvancia. Porém, nesta velocidade, é
necessario um maior tempo para a estabilizacdo do sinal, levando assim, a um maior
consumo de soluc@o das amostras (> 50 mL).

Foi possivel observar também que em uma faixa de velocidade de 40 a 70 rpm
( tempo de radiacdo de 6,5 a 3,7 minutos), hd uma pequena minimiza¢do da diferenca de
sinal entre as solucdes contendo dlcool bidestilado e dlcool combustivel para as espécies
de Hg provenientes de Hg**, CH;Hg e CH3CH,Hg. Isso se deve, possivelmente, ao fato

de que os sinais analiticos foram registrados apenas em meio alcodlico, ou seja, sem a
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adicao de dcidos organicos de baixo peso molecular, 0 que minimizaria ainda mais esta
diferenca de sinais em ambas as matrizes, conforme evidenciado pelo estudo realizado
anteriormente e apresentado na Figura 16.

De um modo geral, como a vazdo da amostra causa influéncia na taxa de
processamento da amostra e consequentemente do vapor atdmico do Hg levado até o
separador gas/liquido, foi considerado o mesmo tempo de exposicdo para todas as
espécies de Hg estudadas. Levou-se em conta também o tempo que o sinal leva para
retornar a linha base, buscando aliar uma boa frequéncia analitica, livre do efeito de
memoria, uma vez que o analito pode ficar aderido ao longo do caminho da fase liquida
ou de vapor, causando interferéncias nas leituras subsequentes. Desta forma, um tempo
de radiacdo de 3,7 minutos, o que representa uma vazio da amostra de 7,0 mL min™' foi
selecionado para os experimentos posteriores utilizando os dois dcidos organicos de

baixo peso molecular estudados.

5.1.3 Efeito da vazao do gas carreador

5.1.3.1. Sistema 1

Outro pardmetro de extrema importincia € a vazao do gis argdbnio como gas
carreador, uma vez que este transporta o vapor frio gerado de Hg até a cela de absorcao.
No sistema comercial, como ja mencionado, ndo hé a possibilidade de variar esta vazao,

sendo esta fixada pelo fabricante em 70 mL min™".

5.1.3.2. Sistema 2

No sistema 2, pode-se também acoplar um fluxdmetro para o controle da vazao
do gés utilizado para separacao das fases no GLS, com posterior transporte dos vapores
gerados pelo reator fotoquimico, e assim, permitir uma melhora no sinal analitico,
visando obter um menor limite de deteccdo. A Figura 21 apresenta os resultados deste
estudo para todas as espécies de Hg estudadas na presenga de dlcool combustivel ou

alcool bidestilado sem a presenga de dcidos organicos.
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Figura 21 - Efeito da vazao do gas carreador no sinal analitico para solu¢des de dlcool
bidestilado (-0-) e de dlcool combustivel (-0-) contendo 10 pg L' de Hg a partir das
espécies de (A) Hg**, (B) CH3Hg* ou (C) CH;CH,Hg" para o sistema photo-CV-AAS 2,

sem a presenca dos dcidos organicos.

O sinal de absorvancia mais intenso é observado com a vazdo do gds carreador
de 43,1 mL min™. No entanto, nesse ponto hd a possibilidade do registro de efeito de
memoria devido a um maior tempo para o sinal voltar a linha base, prejudicando a
frequéncia analitica. A medida que a vazdo do gds é aumentada, o sinal de absorvéncia
tende a diminuir para todas as espécies, a qual estd relacionada com a dilui¢do da nuvem
atOmica que chega até a cela de absorcdo, pois quanto maior a quantidade do gas
argobnio, mais diluido estard o analito e consequentemente, um menor sinal € registrado.
Sendo assim, um fluxo de 51,7 mL min™ foi escolhido como uma condi¢do adequada
para a obtencdo de um bom sinal analitico e com boa frequéncia analitica, sendo este

adotado para os trabalhos posteriores com o sistema photo-CV-AAS 2.
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5.2 Aplicaciao Analitica e Parametros de Mérito

A Tabela 13 apresenta um resumo dos parametros empregados com base nas
orientagdes do fabricante do equipamento ou das condi¢des instrumentais otimizadas

que foram utilizadas durante as calibracdes e andlises.

Tabela 13 — Resumo dos parametros utilizados para os dois sistemas na determinagdo

das espécies de Hg por photo-CV-AAS.

Sistema 1 Sistema 2

Tempo de radiagdo (min) 4,2 3,7

Vazao das solugdes (mL min'l) 6,2 7,0

Vazao do gés carreador (mL min’l) 70 51,7
Concentragdo de HCOOH (% v/v) 25
Concentracdo de CH3;COOH (% v/v) 5,0

Comprimento de onda (nm) 253,7

Largura da banda de resolucgao espectral (nm) 0,7
Corrente da lampada (mA) 4,0

Os parametros de mérito para a determinacao de Hg total em amostras de dlcool
combustivel utilizando o sistema de photo-CV-AAS estdo apresentados na Tabela 14
para o Sistema 1 e na Tabela 15 para o Sistema 2, tanto para amostras em meio de
HCOOH 2,5% v/v ou em CH3COOH 5% v/v. As curvas de calibracdo para o Sistema 1
foram construidas com padrdes de calibracdo a partir das espécies de Hg**, CH;Hg" ou
CH;CH,Hg*, em uma faixa linear de 5,0 a 20,0 ug L' de Hg. As curvas de calibragio
para o Sistema 2 foram construidas com padrdes de calibracdo em uma faixa linear de
2,52 10,0 ug L de Hg a partir das mesmas espécies.

Ja as curvas de calibracdo para a determinacdo da mistura das trés espécies
estudadas em ambos os sistemas na presenca dos dcidos orgadnicos de baixo peso
molecular, foram construidas com uso do padrdo de calibracdo de Hg2+ em uma faixa
linear de 2,5 a 10,0 ug L' e os pardmetros de mérito obtidos estdo apresentados na
Tabela 16. A idéia foi de calibrar o sistema somente com uma espécie de Hg, no caso a
espécie inorganica, que € a menos toxica e nao apresenta o efeito de bioacumulacio no

ser humano, e assim exemplificar que € possivel determinar a concentragdo total de Hg
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mesmo na presenca de uma mistura de diferentes espécies de Hg, demonstrando a
eficiéncia do reator fotoquimico em liberar o Hg ligado as espécies organicas e de

reduzi-lo para a forma de Hgo.

Tabela 14 — Parametros de mérito para as curvas de calibracdo obtidas em meio de

etanol bidestilado 50,0 % v/v, utilizando o sistema photo-CV-AAS 1.

a(Lpg’) R LOD (pg L")
HCOOH 2,5 % v/v
Hg™ 0, 0155 0, 9978 0,20
CH;Hg" 0,0158 0, 9986 0,12
CH;CH,Hg" 0,0148 0, 9986 0,19
CH;COOH 5,0 % v/v

Hg™ 0, 0156 0, 9986 0,15
CH;Hg" 0, 0166 0, 9996 0,17
CH;CH,Hg" 0,0168 0, 9977 0,12

Tabela 15 — Pardmetros de mérito para curvas de calibracdo obtidas em meio de etanol

bidestilado 50,0 % v/v utilizando o sistema photo-CV-AAS 2.

a (Lpg") R LOD (pg L")
HCOOH 2,5 % v/v
Hg™ 0,0219 0, 9989 0,05
CH;Hg" 0, 0216 0, 9986 0,08
CH;CH,Hg" 0,0210 0, 9980 0,06
CH;COOH 5% v/v
Hg™ 0,0216 0, 9993 0,05
CH;Hg* 0,0205 0, 9957 0,09

CH;CH,Hg" 0, 0204 0, 9993 0,09
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Tabela 16 — Parimetros de mérito das curvas de calibracdo com Hg** em meio de etanol
bidestilado 50,0 % v/v empregadas nas determinacdes das misturas de diferentes

espécies de Hg adicionadas as solugdes das amostras.

a(Lpg") R LOD (ug L")
Sistema Photo-CV-AAS 1
HCOOH 2,5 % v/v 0,0162 0, 9972 0,12
CH3;COOH 5,0 % viv 0,0162 0, 9998 0,10
Sistema Photo-CV-AAS 2
HCOOH 2,5 % v/v 0, 0278 0, 9974 0,06
CH3;COOH 5,0 % viv 0, 0273 0, 9998 0,10

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 14,15 e 16, de um modo
geral foi possivel obter boas linearidades nas faixas de trabalho avaliadas, tendo em
vista que, nas condi¢des utilizadas, todos os coeficientes de correlacdo linear (R) foram
maiores que 0,99. Nos dois sistemas estudados, a sensibilidade foi independente da
espécie de Hg utilizada para a calibragdo, apresentando sensibilidades muito préoximas
para as espécies inorganica e organicas. Além disso, como era de se esperar, 0 sistema
photo-CV-AAS 2, apresentou as melhores sensibilidades, com um incremento minimo
de 30%, em razdo desse sistema ndo comercial permitir o controle da vazdo do gas
carreador e este atuar diretamente na concentracdo do vapor atdbmico dentro da cela de
absor¢ao.

O limite de deteccao, LOD, foi calculado como sendo trés vezes o desvio padrao
de dez medidas da solu¢do do branco dividido pela sensibilidade da curva de calibracao.
Os LODs obtidos e apresentados nas tabelas mostram de uma forma geral valores
proximos, com mesma ordem de grandeza nos diferentes meios estudados. No entanto,
comparando-se os diferentes sistemas, verifica-se que o Sistema 2 apresenta uma maior
sensibilidade e consequentemente a menores LODs, o que possibilitou a determinagao
das espécies de Hg em menores concentracoes. Isso se deve ao fato também da melhora
na eficiéncia de bombeamento da solu¢do da amostra, pois a bomba peristdltica
utilizada neste sistema apresentou melhor estabilidade do seu funcionamento durante a
leitura, fornecendo um sinal analitico continuo e uniforme, sem os tipicos pulsos de
bombeamento, comum nos sistema de FI, além da possibilidade que este sistema

permitiu no controle da vazio do gas carreador.
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Utilizando as condi¢des otimizadas com as calibra¢des apresentadas nas tabelas

14,15 e 16, a exatidao das metodologias desenvolvidas foi avaliada através de testes de

adicao e recuperacao de analito, uma vez que ndo estd disponivel material de referéncia

certificado de dlcool combustivel para a determinacdo da concentragao de Hg total. As

validagdes foram entdo realizadas pela andlise de amostras de dlcool combustivel de

origem comercial obtidas em postos de abastecimento da cidade de Pelotas, fazendo uso

de adicdes das espécies de Hg em concentragdes de 5,0 a 20,0 ug L' de Hg total para o

Sistema 1 e adicdes de 2,5 a 7,5 pg L™ para o Sistema 2. Os resultados obtidos destes

estudos sao apresentados nas Tabelas 17,18, 19 e 20.

Tabela 17 — Resultados analiticos para os testes de adi¢do e recuperagdo de Hg2+,

CH3Hg" ou CH3;CH,Hg" em amostras de dlcool combustivel em meio de HCOOH 2,5

% v/v utilizando o sistema photo-CV-AAS 1 (n = 3).

L 1 ) Concentracio, x + SD Recuperacao RSD
Adicao em pg L /Analito 1
(ngL™) (%) (%)
5,00
Hg™" 5,01 +0,04 100 0,9
CH;Hg" 4,83 +0,07 97 1,4
CH;CH,Hg* 5,26+ 0,04 105 0,8
7,50
Hg™ 7,95 +0,12 105 1,4
CH;Hg" 7,49 +0,14 100 1,8
CH;CH,Hg" 7,61 +0,02 101 0,2
10,0
Hg™* 10,1 +0,1 101 1,2
CH;Hg" 9,9 +0,1 99 0,7
CH;CH,Hg" 10,5+0,1 105 1,2
20,0
Hg™ 20,2+0,3 101 1.4
CH;Hg" 19,8 +0,1 99 0,5
CH;CH,Hg" 20,7 +0,1 103 0,3
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Tabela 18 — Resultados analiticos para os testes de adi¢do e recuperagdo de Hg2+,
CH;Hg" ou CH;CH,Hg" em amostras de dlcool combustivel em meio de CH;COOH 5,0
% v/v utilizando o sistema photo-CV-AAS 1 (n = 3).

Concentracio (ug L™) Recuperacio  RSD

Adicdo em pg L™/Analito _

x+SD (%) (%)

5,0
Hg™ 4,88 + 0,09 98 1,9
CH;Hg" 5,15 +0,05 103 1,0
CH;CH,Hg" 4,96 + 0,04 99 0,8

7,5
Hg™ 7,72 £0,15 103 2,0
CH;Hg" 7,13 £0,08 95 1,1
CH;CH,Hg" 7,57 +0,03 101 0,4

10,0
Hg™ 9,8 +0,2 98 1,6
CH;Hg* 10,0 +0,3 100 3,5
CH;CH,Hg" 10,0 +0,1 100 1,2

20,0
Hg™ 18,8 £0,2 94 1,0
CH;Hg" 18,3+0,3 91 1,5
CH;CH,Hg" 192+0,8 96 4,4
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Tabela 19 — Resultados analiticos para os testes de adi¢do e recuperacio de Hg”*,
CH;Hg" ou CH;CH,Hg" em amostras de dlcool combustivel em meio de HCOOH 2,5
% v/v utilizando o sistema photo-CV-AAS 2 (n = 3).

. 1 . Concentracio, x = SD Recuperacio  RSD
Adicao em pg L /Analito 1
(ngL™) (%) (%)
2,50
Hg™ 2,42 +0,04 97 1,5
CH;Hg" 2,47 +0,03 99 1,2
CH;CH,Hg" 2,43 +0,05 97 2,0
5,00
Hg™ 4,87 +0,08 97 1,7
CH;Hg" 5,04 +0,10 101 1,9
CH;CH,Hg" 4,96 + 0,04 99 0,8
7,50
Hg™ 7,56 + 0,03 101 0,5
CH;Hg" 7,51 +0,13 100 1,7

CH;CH,Hg" 7,62 £ 0,05 101 0,6
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Tabela 20 — Resultados analiticos para os testes de adi¢do e recuperacio de Hg”*,
CH;Hg" ou CH;CH,Hg" em amostras de dlcool combustivel em meio de CH;COOH 5,0
% v/v utilizando o sistema photo-CV-AAS 2 (n = 3).

L 1 ) Concentragio, x = SD Recuperacio  RSD
Adicao em pg L /Analito 1
(ngL™) (%) (%)
2,50
Hg™ 2,45 + 0,04 98 1,5
CH;Hg" 2,50 + 0,04 100 1,8
CH;CH,Hg" 2,49 + 0,04 100 1,6
5,00
Hg™ 5,14 +0,03 103 0,7
CH;Hg" 4,94 + 0,05 99 1,0
CH;CH,Hg" 4,91 + 0,04 98 0,8
7,50
Hg™ 7,53 +0,08 100 1,1
CH;Hg" 7,76 + 0,25 103 32
CH;CH,Hg" 7,49 + 0,02 100 0,3

A fim de avaliar a eficiéncia da metodologia proposta para determinar a
concentracdo de Hg total nas amostras de dlcool combustivel, testes de adicdo e
recuperagdo de Hg proveniente de uma mistura contendo as trés diferentes espécies
foram realizados. Para este estudo, foi adicionada uma concentracdo igual de Hg
proveniente do Hg**, CH;Hg" e CH3;CH,Hg' nas solu¢des de amostras de dlcool
combustivel e a calibragdo dos sistemas foi feita com o uso do padrio inorganico, no
caso Hg2+, preparado em meio de dlcool bidestilado para os dois 4cidos organicos

estudados. Os resultados deste estudo estdo apresentados nas Tabelas 21 e 22.
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Tabela 21 — Resultados para os testes de adicdo e recuperacdo no alcool combustivel

pela adi¢do de misturas das diferentes espécies de Hg e calibragdo com padrao de Hg

em dalcool bidestilado utilizando o sistema photo-CV-AAS 1 (n = 3).

2+

Reagente/Hg adicionado Concentracao, x + SD Recuperacio RSD
(gL (gL (%) (%)
HCOOH 2,5 % vlv
3,00 3,03 +0,01 101 0,01
7,50 7,57 +£0,21 101 2,7
9,00 9,17 £0,26 102 2,8
CH3;COOH 5,0 % v/v
3,00 2,99 +0,03 99 0,9
7,50 7,52 £0,10 100 1,3
9,00 8,89 +0,01 99 0,1

Tabela 22 — Resultados para os testes de adicdo e recuperacdo no alcool combustivel

pela adicdo de misturas das diferentes espécies de Hg estudadas e calibragdo com

padrdo de Hg2+ em dalcool bidestilado utilizando o sistema photo-CV-AAS 2 (n = 3).

Reagente/Hg adicionado Concentracao, x + SD Recuperaciao RSD
(gL (gL (%) (%)
HCOOH 2,5 % v/v
3,00 2,86 + 0,04 95 1,5
6,00 5,96 + 0,05 100 0,9
9,00 8,82 +£0,03 98 0,4
CH3COOH 5,0 % v/v
3,00 3,21 £ 0,04 107 1,3
6,00 6,44 + 0,02 107 0,3
9,00 9,13+0,18 102 2,0

Os resultados das tabelas anteriores mostram que o método proposto para a
determinacdo de Hg total em amostras de dlcool combustivel € eficiente tanto para
amostras tratadas com HCOOH como para CH3COOH e independem da espécie de Hg
presente na amostra, seja esta inorganica ou organica. As porcentagens de recuperagdes

foram semelhantes tanto no meio de preparo de amostra utilizando HCOOH 2,5 % v/v
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ou no meio de CH3COOH 5,0 % v/v, os quais através dos dois sistemas geradores de
vapor frio de Hg mostraram-se como uma 6tima alternativa para o controle de Hg total

em alcool combustivel, obtendo resultados reprodutiveis e confidveis.
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6. Conclusoes

A Agéncia Nacional do Petréleo, que € o 6rgado regulador federal que estabelece
os padroes do dlcool combustivel produzido e comercializado no pais nio especifica
limites maximos de concentracdo para elementos de interesse ambiental como o Hg,
talvez pela falta de uma metodologia confidvel que permita um fécil controle deste
contaminante para esse tipo de amostra. Isto mostra a importancia do método
desenvolvido para a determinacdo deste contaminante em baixas concentragdes.

A reducdo fotoquimica através da exposi¢do a radiacdo UV, combinada com a
técnica de CV-AAS, foi aplicada com sucesso e mostrou-se como uma 6tima alternativa
para o controle de espécies de Hg em amostras de dlcool combustivel. Para ambos os
reagentes empregados, resultados satisfatorios foram obtidos, devido a eficiéncia na
reducdo das espécies tanto inorginica quanto organica (CH;Hg' e CH;CH,Hg") do
analito para Hg'.

Além disso, a metodologia proposta ndo requer um tratamento extensivo da
amostra, e elimina a necessidade do uso de agentes redutores instdveis e caros, quando
comparada com o sistema de geracdo quimica de vapor convencional, promovendo
assim a quimica verde, devido a reducdo de reagentes nocivos a saide e ao meio
ambiente. Além disso, fica evidente a possibilidade da determinag¢do de Hg total nas
amostras de dlcool combustivel estudadas, visto que, ndo ha a possibilidade da
realizacdo de possiveis estudos de fracionamento do respectivo metal devido a
eficiéncia do sistema para a reducdo tanto de espécies inorganicas como de espécies
organicas.

Certamente, o0 método desenvolvido podera ser melhorado ainda mais com o uso
de etapas de pré-concentracdo com sistemas de amdlgama com colunas de Au, ou ainda
com o acoplamento a técnicas mais sensiveis, como por exemplo, a espectrometria de

massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
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