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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de métodos de preparo de amostras para a subsequente
determinacao de metais em macroalgas

Autor: Lizangela Rosa Ferreira

Orientadora: Prof?. Dr®. Marcia Foster Mesko

Neste trabalho foi proposta a utilizagdo de dois métodos de preparo de amostras: a
decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas sob pressao de O, (MW-0O2-AD) e
a decomposicao assistida por radiacao micro-ondas e ultravioleta (MW-UV-AD), para
macroalgas oriundas da Antartica visando a subsequente determinacao de As, Cd,
Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V e Zn por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Na MW-O,-AD foram avaliadas as solu¢des de
HNO; 0,5, 1, 2, 3 e 7 mol I'' sob pressdes de 1, 5 e 10 bar de O,. Estas mesmas
solugdes foram empregadas na MW-UV-AD, onde também foi avaliado o uso de
HNO; 0,5 e 1 mol I'" com H,O,. Como parametro de referéncia para os métodos
desenvolvidos foi realizada a decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas
(MWAD) com HNO3; conc., quando foram obtidas concordancias acima de 91% para
quase todos os analitos nos métodos MW-O,-AD (HNO3 3 mol I e 5 bar) e MW-UV-
AD (HNOs 2 mol I''). A exatiddo foi avaliada através da decomposicdo dos materiais
de referéncia certificados BCR 060 (Aquatic plant) e NIST 1515 (Apple leaves), as
concordancias com os valores certificados foram acima de 92% para todos os
analitos. A eficiéncia da digestdo foi avaliada através da determinacao do teor de
carbono residual (menor que 10%). O limite de detecc¢ao foi entre 0,001 e 1,45 ug
g'. Desta forma, a utilizagdo de HNO; diluido, reduziu o consumo de reagentes, o
valor para os brancos e proporcionou menores LODs.
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In this work was proposed the use of two methods for sample preparation: oxygen
pressurized microwave radiation assisted digestion (MW-O»-AD) and microwave
radiation assisted UV-digestion (MW-UV-AD) for macroalgae from the Antarctic for
further determination of As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V and Zn by inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES). For MW-O.-AD method were evaluated 0.5, 1, 2,
3 and 7 mol I'" HNO; solutions at pressures of 1, 5 and 10 bar of O,. These same
solutions were used in the MW-UV-AD and for 0.5 and 1 mol I'" HNO; was evaluated
the use of H-O,. To compare the performance of proposed methods, the samples
were also digested with concentrated HNOj3; by microwave radiation assisted
digestion (MWAD). Using MW-O,-AD (3 mol I'" HNO3 and 5 bar of O,) and MW-UV-
AD (2 mol I'" HNO3) methods the metals concentration was in agreement (above
91%) with the results obtained for digesteds using concentrated HNO;3 for almost
analytes. The accuracy of the proposed methods was evaluated using certified
reference materials BCR 060 (Aquatic plant) and NIST 1515 (Apple leaves) and the
agreements with certified values were above 92% for all analytes. Using the
proposed methods the residual carbon content was always lower than 10% and the
limit of detection was between 0.001 and 1.45 ug g for all analyts. Additionally, the
use of dilute HNO3 in both methods reduced the blank values and improved the
LODs.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

A determinacdo de elementos traco téxicos em amostras ambientais é de
suma importdncia a fim de avaliar os impactos oriundos de atividades
antropogénicas (BARGAGLI, 2008). Neste sentido, tem-se evidenciado um aumento
da utilizacao de organismos aquaticos como ferramentas indicadoras da qualidade
ambiental devido a resposta destes organismos vivos em relacdo a estimulos
naturais ou antropogénicos (RUNCIE; RIDDLE, 2004).

A Antartica ainda é considerada um continente primitivo, de posicao
geografica isolada dos demais continentes, e mesmo assim é crescente a presenca
humana, devido ao desenvolvimento da pesquisa cientifica, do turismo e da pesca
(BARGAGLI, 2008). Para monitorar a contaminagcao ambiental, diferentes espécies
de macroalgas vém sendo empregadas como ferramentas de analise do impacto das
atividades desenvolvidas na Antartica (RUNCIE; RIDDLE, 2004; BARGAGLI, 2008).

Neste contexto, € necessério o desenvolvimento de métodos analiticos
altamente eficientes e confiaveis para a determinacdo de metais em amostras
bioldgicas. Na literatura tem sido relatada a determinagdo de metais por meio das
técnicas de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
e espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
(FARIAS et al., 2002; ROCHA et al, 2009). Entretanto, estas técnicas de
determinacao multielementar, apesar de apresentarem elevada sensibilidade e baixo
limite de deteccgéo, geralmente, requerem a completa dissolugdo da amostra para
evitar possiveis interferéncias da matriz na etapa de determinacdo dos metais
(MOREDA-PINEIRO et al., 2007). Cabe ressaltar que a etapa de preparo de
amostra, em muitos casos, pode ser considerada a etapa mais demorada, de maior
custo, e onde se cometem mais erros, 0s quais frequentemente limitam a exatidao
que pode ser alcancada em uma andlise (KRUG; NOBREGA, 2010). Assim, o
desenvolvimento de procedimentos de preparo de amostras compativeis a técnica
de determinacdo, € de grande relevancia para garantir que os resultados de
determinada analise sejam precisos e exatos, além de melhorar o limite de deteccéo
(KRUG; NOBREGA, 2010).

A técnica de preparo de amostra usualmente empregada visando a
determinacao de metais em amostras biolégicas, é a decomposicao assistida por
radiagdo micro-ondas (MWAD) em sistema fechado. Esta técnica tem se mostrado
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bastante eficiente e segura, além de apresentar outras vantagens se comparada as
decomposicdes por via Umida com aquecimento por convecgao, das quais pode ser
citada a diminuicao do tempo de decomposicao devido a absorcao direta de energia
pelo material que esta sendo aquecido pela radiagdo micro-ondas (NOGUEIRA et
al., 2010). Neste procedimento de preparo de amostra o HNO3; € um dos reagentes
mais utilizados, por ser um forte agente oxidante da matéria organica, além de ser
possivel a obtencao deste acido com alto grau de pureza em relacdo aos outros
acidos inorganicos (COSTA et al., 2010). Contudo, é importante enfatizar que a
utilizacdo de acidos concentrados pode interferir na etapa de determinacao por ICP-
MS e ICP OES, causando supressao do sinal do analito, além de interferir na etapa
de introducdo da amostra e também alterar as caracteristicas do plasma
(STEWART; OLESIK, 1998a; STEWART; OLESIK, 1998Db).

Neste contexto, muitos estudos tém sido realizados com o intuito de trabalhar
em condicbes de preparo de amostra que utilizem reagentes mais diluidos, das
quais podem ser destacadas a decomposi¢ao por via Umida em sistema fechado
assistida por radiacdo micro-ondas sob pressdao de oxigénio (MW-O.-AD) e a
decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por radiacdo micro-ondas
e ultravioleta (MW-UV-AD). A MW-O»-AD utiliza acidos diluidos e por isso diminui o
risco de contaminacao e consequentemente menores valores dos brancos analiticos.
A decomposicdo de amostras orgénicas e biolégicas em que o acido nitrico é
utilizado como agente oxidante, tem a sua acao potencializada com uma quantidade
minima de oxigénio dentro do frasco reacional, possibilitando assim as reacdes de
regeneracao do acido (TREVIZAN et al., 2007; GONZALEZ et al., 2009; BIZZ| et al.,
2010). Para a técnica de MW-UV-AD foi desenvolvida uma lampada que pode ser
imersa dentro do frasco reacional. A emissdo da radiacdo na regiao UV, ocorre por
meio da interacdo com a radiacdo micro-ondas, que é transmitida para a antena da
lampada liberando uma descarga elétrica no interior do bulbo desta, que se encontra
preenchida com vapor de Cd a baixa pressao (FLORIAN; KNAPP, 2001). Esta
técnica tem como vantagem o uso de pequenas quantidades de reagentes, o que
evita a diluicdo da amostra apdés a decomposi¢dao, além de melhorar os limites de
deteccgéao.

Desta forma, este trabalho tem por objetivo desenvolver e avaliar diferentes
métodos de preparo de amostras de macroalgas para a determinacdo de metais por
ICP-MS. Os métodos desenvolvidos foram aplicados para amostras de macroalgas
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da localidade de Demay na llha do Rei George, na Antartica, podendo ser utilizadas
como bioindicadores da poluicdo ambiental. Estas amostras foram selecionadas pelo

fato deste trabalho estar vinculado ao Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em trés partes principais. Na primeira
delas, serdo abordados alguns aspectos gerais sobre contaminacdo ambiental por
metais e o monitoramento destes ambientes empregando principalmente espécies
de organismos aquaticos como as macroalgas, além disso, tratar-se-a nesse espaco
sobre as principais caracteristicas toxicologicas de alguns elementos quimicos. Na
segunda parte, serdo apresentados o0s principais procedimentos de preparo de
amostras, com énfase nos procedimentos envolvendo a decomposicao por via umida
assistida por radiagcdo micro-ondas, a decomposicdo por via umida assistida por
radiagdo micro-ondas sob pressdo de oxigénio e a decomposicao por via umida
assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta, ambos empregados para a
subseqiente determinacdo de metais em amostras bioldgicas. Na terceira e ultima
parte, serdo abordados aspectos relacionados a determinacdo de metais por ICP-
MS e ICP OES.
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2.1 Contaminacao ambiental por metais - aspectos gerais

Dentre os principais problemas globais no que abrange a contaminagao
ambiental destaca-se as causadas por metais toxicos que como afirmam Phillips
(1995) e Rosa et al. (2008), esta diretamente relacionado a a¢des antropogénicas. A
poluigdo ocasionada em razdo da liberagdo destes metais a partir de fontes
industriais e domésticas resulta em sérias mudangas nos ecossistemas, incluindo o
aquatico, provocando a perda da biodiversidade que vive neste habitat (AKCALI;
KUCUKSEZGIN, 2011).

Alguns metais de modo geral possuem sua toxidade atrelada a entrada
destes nas células através dos sistemas de transporte que, originalmente, séo
designados para o transporte dos metais essenciais. Por meio deste processo, os
metais essenciais sdo deslocados pelos metais toxicos gerando uma competicao
entre 0s mesmos, diminuindo assim a disponibilidade dos metais essenciais na
célula (SUNDA; HUNTSMAN, 1998; PINTO et al., 2003).

Outro aspecto de extrema relevancia dentro deste contexto, é que alguns
metais essenciais que sdo metabolicamente importantes para muitos organismos
vivos em baixas concentracdes, em niveis mais elevados podem ser potencialmente
toxicos. Dentre eles podem-se mencionar alguns exemplos como Ni, Cu e Zn
(ALLAN, 1997; SUNDA; HUNTSMAN, 1998).

Através da leitura de Pinto et al. (2003) e Torres et al. (2008) evidencia-se que
a exposicdo a elementos tdxicos pode atuar como uma barreira para o
desenvolvimento de diversos organismos marinhos, e esta barreira pode em
algumas situagdes resultar numa diminuicdo da biodiversidade. Destaca-se neste
processo que a toxidade dos metais pode estar diretamente associada ao estresse
oxidativo nos organismos vivos. Esta toxidade tanto pode ocasionar um aumento na
concentracdo de espécies reativas de oxigénio ou uma reducdo na capacidade
antioxidante celular, resultando na inibicdo da fotossintese e consequentemente
uma diminuicdo na producéao de clorofila (PINTO et al., 2003).

Em fungéo de todos os fatores mencionados, tem-se estudado amplamente o
enfoque quimico, toxicoldégico e ecolégico para a avaliacdo dos impactos
ocasionados por estes poluentes. No ecossistema aquatico, tem-se empregado os
organismos aquaticos com a finalidade de monitorar os efeitos da poluicdo e
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também para ajudar a localizar as fontes dos agentes toxicos (HE; WANG; TANG,
1998).

Como aludem Lourie, Patil e Gjengedal (2010), em pesquisas atuais, algumas
bactérias, fungos, organismos aquaticos como mexilhdes, peixes e algas possuem o
potencial de absorver metais traco e, assim, tem potencial de servir como materiais
bioldgicos economicamente viaveis para a detec¢do da poluicdo ambiental. Além
disso, segundo Rajfur, Klos e Waclawek (2010) e Anastasakis, Ross e Jones (2011)
em diversos sistemas ambientais ha uma enorme abundancia de algas e estas
apresentam capacidade de acumular grandes quantidades de metais t6xicos como
Cd, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn e por esta razdo sdao amplamente empregados no
monitoramento da poluicdo ambiental. Ressalta-se ainda, que a composicao quimica
das algas é responsavel pelo acumulo de metais nessas espécies, devido a
constituicdo da parede celular desses organismos ser composta por polissacarideos
e proteinas que apresentam grupos aniénicos, que possibilitam aos metais facilidade
de ligagao (FARIAS et al., 2002).

Dentre os fatores ambientais que podem influenciar o acimulo de metais
pelas algas destaca-se a atividade celular, o tempo de exposicdo, espécies
quelantes, pH, salinidade, matéria organica e temperatura. Outro aspecto relevante
quando se faz mencado a absorcdo de metais em algas, € que as diferencas
estruturais entre espécies influenciam na sua capacidade de absorcdo (RUNCIE;
RIDDLE, 2004). Assim, cada vez mais, as macroalgas tém sido utilizadas como
ferramenta para monitorar ambientes marinhos contaminados por metais toxicos
devido as suas propriedades especiais que podem servir como um poderoso método
para indicar os indices de contaminagdao ambiental.

Em razao da realizagdo de pesquisa cientifica, turismo e pesca, acentua-se a
presenca humana na Antartica, além deste fato a maioria das estacdes estao
localizadas em areas costeiras, onde ocorre a queima de combustiveis para
transporte e producao de energia, incineragao de residuos, causando derramamento
de 6leo e esgoto, e inevitavelmente produzindo impactos ambientais localizados
(BARGAGLI, 2008). Como forma de mensurar as a¢des supracitadas, as macroalgas
vém sendo empregadas para avaliar o padrdao global de contaminantes
antropogénicos no meio ambiente antartico a fim de avaliar o impacto das atividades
desenvolvidas nesta regido (BARGAGLI, 2008).
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Estudos realizados por Runcie e Riddle (2004) utilizaram diferentes espécies
de macroalgas da Antartica como Desmarestia menziesii, Iridaea cordata, Palmaria
decipiens, Prasiola crispa, entre outras para avaliar a concentracdo de metais neste
ambiente. Os metais avaliados foram Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn.
Estes foram determinados entre as espécies coletadas no mesmo local e de
diferentes locais de amostragem, entre os meses de novembro e dezembro nos
anos de 2001 e 2002, com o intuito de controlar a disponibilidade destes metais
tanto em regidbes proéximas como em regibes afastadas de atividades
antropogénicas. Neste trabalho, os autores relacionam a concentracdo de metais
com as diferencas ambientais como salinidade, irradiagdo e movimentos da agua e

diferencgas fisioldgicas entre as diferentes espécies de macroalgas.

2.2 Macroalgas - Generalidades

As macroalgas sdo organismos fotossintetizantes, capazes de transformar a
energia luminosa em energia quimica. Através deste mecanismo combinam o
diéxido de carbono da atmosfera, agua e luz no interior dos cloroplastos para formar
o seu alimento e emitir oxigénio (ANASTASAKIS; ROSS; JONES, 2011). Estes
organismos marinhos representam o0s produtores primarios de todos o0s
ecossistemas aquaticos, por isso sdao de fundamental importancia para a
manutencao e sustentacdo da vida em oceanos e mares (HORTA et al.,, 2010;
WIJESINGLE; JEON, 2011). Desta forma, estes organismos representam a base da
cadeia alimentar do sistema aquatico (ANASTASAKIS; ROSS; JONES, 2011).

De acordo com Wijesingle e Jeon (2011), constituintes quimicos isolados a
partir de diversas classes de macroalgas exercem uma grande variedade de
atividades nutricionais, funcionais e biolégicas. Deste modo é importante ressaltar
que, estas macroalgas sado importantes do ponto de vista econémico, pois muitos
metabdlitos exclusivos possuem propriedades biolégicas especificas que os tornam
ingredientes potenciais de inUmeras aplicacdes na industria. Como exemplo tem-se
os produtos farmacéuticos como capsulas que contém alto teor de proteinas,
produtos cosmecéuticos como cremes anti-rugas, fixadores de perfumes, produtos
para a area de microbiologia como meio de cultura para crescimento de micro-
organismos, produtos alimenticios como estabilizantes, conservantes e

emulsionantes de sorvetes e cremes, além de serem consumidas in natura como
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nos sushis e nas rag¢des balanceadas para animais (PEDRINI, 2010; WIJESINGLE;
JEON, 2011). Além disso, as algas desempenham um papel fundamental na
dispersao quimica, transformacado e bioacumulacdo de muitos compostos tdxicos
(TORRES et al., 2008).

Dentre os varios grupos de algas eucariontes, trés sdo amplamente
conhecidas e comumente designadas pelo seu pigmento predominante como algas
verdes (Chlorophyta), as quais aparecem em grande quantidade no meio aquatico e
sao responsaveis por boa parte do oxigénio produzido a partir da fotossintese, as
algas vermelhas (Rhodophyta) sdo quase que exclusivamente marinhas de mares
quentes e as algas pardas (Phaeophyta) sdo predominantemente marinhas de
mares frios, vivem fixadas ou flutuando (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As espécies de macroalgas Desmarestia anceps (Montagne) alga parda
(Phaeophyta), Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent alga vermelha
(Rhodophyta), Palmaria decipiens (Reinsch) R. W. Ricker alga vermelha
(Rhodophyta), Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing alga verde (Chlorophyta) e Pyropia
endiviifolia (A. Gepp & E. Gepp) H. G. Choi & M. S. Hwang alga vermelha
(Rhodophyta) (ALGAEBASE) s&o algumas das espécies amplamente distribuidas na
Antartica e por isso sdo utilizadas como objetos de estudo para avaliar alteracdes
das condigdes ambientais (FAIRHEAD et al., 2006; RUNCIE; TOWNSEND; SEEN,
2009; BECKER et al., 2011).

2.3 Principais aspectos ambientais e toxicolégicos dos elementos quimicos

De suma relevancia, a presenca dos metais afeta todas as formas de vida.
Todavia, alguns destes elementos configuram-se como essenciais aos metabolismos
e outros como téxicos dependendo da dose e da forma quimica em que se
encontram (TAVARES; CARVALHO, 1992). Embora, os elementos traco sejam
componentes essenciais de estruturas biolégicas, em concentracdes superiores as
necessarias para as funcdes bioldgicas tornam-se téxicos. Com relacdo a
substituicdo dos elementos essenciais pelos nao essenciais, a configuracéao
eletrbnica e as propriedades similares, acarretam em alteragbes indesejaveis ao
sistema biologico, possibilitando a ocorréncia de inibicdo das suas funcdes

(SALGADO, 2008). Como exemplos podem ser citados alguns metais como o Cu,
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Mo e Zn que sdo micronutrientes essenciais para varios processos fisioldgicos e
bioquimicos, e que passam a ser considerados tdéxicos quando a concentracao
ultrapassa os limites essenciais. Por outro lado, os metais Cd e Pb sdo tdxicos
mesmo em concentragcdes muito baixas, nao apresentando importancia conhecida
para o metabolismo (RAIl; GAUR; KUMAR, 1981; ALLAN, 1997; SUNDA;
HUNTSMAN, 1998).

A capacidade de alguns elementos quimicos de reagirem com
macromoléculas e com ligantes presentes em membranas provoca sua
bioacumulacao e biomagnificacdo, ocasionando a sua persisténcia no ambiente e
distarbios nos processos metabdlicos dos seres vivos (SALGADO, 2008). Os metais
podem se ligar as algas provavelmente devido a presenca de sitios de ligacao aos
quais os metais sao adsorvidos na superficie da célula como na parede celular, na
membrana externa e em polissacarideos, e a ligantes citoplasmaticos como, por
exemplo, as metalotioneinas (MEHTA; GAUR, 2005).

Alguns metais como Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e V sao capazes de formar espécies
reativas de oxigénio, ocasionando a deterioracdo oxidativa de macromoléculas
biologicas (STOHS; BAGCHI, 1995; LIVINGSTONE, 2001).

A presenga de As no meio ambiente estd, geralmente relacionada a
contaminacdo ambiental, é considerado um potente veneno e uma substancia
cancerigena para os seres humanos e sua toxicidade varia de acordo com a espécie
quimica. Na forma organica, especialmente na forma metilada, o arsénio € menos
téxico e bastante comum, particularmente em organismos marinhos, como peixes,
algas ou crustaceos como a lagosta (KAIN; SCHWEDERSKI, 1994a).

O Cd é encontrado na crosta terrestre e faz parte da constituicao natural da
agua do mar, onde niveis mais elevados podem ser observados perto de areas
costeiras, o que pode ocasionar um acumulo nos organismos aquaticos, sendo a
sua absorcdo por esses organismos influenciada pela dureza da agua (Ca*? e Mg*?),
quanto maior a concentracao do ion Ca menor a captacao de Cd pelas guelras dos
peixes, consequentemente menor acumulo e toxicidade do metal (ATSDR, 2008a;
SALGADO, 2008). Além disso, o Cd altera o metabolismo de alguns bioelementos
necessarios ao organismo como o Ca, Cu, Fe, Se e Zn, podendo substitui-los em
varios processos bioquimicos devido a competicao pela captagdo no interior das
células (SALGADO, 2008).
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O Pb é um dos contaminantes mais comuns do ambiente, considerado como
um elemento que possui efeitos toxicos sobre os seres vivos, € sem nenhuma
funcdo fisiolégica no organismo (MOREIRA; MOREIRA, 2004). Apresenta a
capacidade de interagir com outros bioelementos como o Ca, Fe, P e Zn alterando
0s processos bioquimicos dependentes destes elementos. Tem sido observado que
a deficiéncia desses elementos aumenta a toxicidade de Pb, devido a sua maior
absorcao e deposicao (SALGADO, 2008).

O Cr tem como principais fatores que regulam a sua toxicidade o estado de
oxidacao e a solubilidade (ATSDR, 2008b). O cromo trivalente € um elemento
essencial que desempenha papel importante no metabolismo da glicose, lipideos e
proteinas (WHO, 1996). Por outro lado, o cromo hexavalente € um potente agente
oxidante, téxico, irritante e corrosivo, além disso, € mével na maioria dos sistemas,
solo e agua e apresenta facilidade de penetracdo nas membranas celulares
(ATSDR, 2008b). Ademais, a fitotoxicidade do cromo pode resultar na degradacéao
do conteddo de pigmentos, no balanco de nutrientes, no aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e na inducéo de estresse oxidativo em algas (UNAL; ISIK;
SUKATAR, 2010).

O Cu é um metal essencial utilizado como cofator de diversas enzimas
celulares, como catalase, citocromo oxidase, dopamina-B-hidroxilase e peroxidases.
Contudo, niveis excessivos de Cu inibem os grupos sulfidrilas das enzimas como da
glicose-6-fosfatase e glutationa redutase. O Cu também é considerado essencial
para toda a biota, e estudos nutricionais demonstraram que é necessario para o bom
crescimento de plantas e animais (WHO,1998).

A toxicidade do Cu geralmente diminui com o aumento da dureza da &agua,
provavelmente pela competicdo entre Ca e Cu pelos sitios de adsor¢cdo em
superficies biolégicas (WHO, 1998).

O Mn nao ocorre no ambiente como um metal puro, mas sim combinado com
outras substancias como Cl, O e S (ATSDR, 2008c). E considerado um nutriente
essencial, que tem a sua funcdo bem estabelecida na fotossintese na sua forma
bivalente, além de ser importante como centro das enzimas hidrolitica e fosfato
transferrina. Também estd associado ao metabolismo de carboidratos, lipideos e
aminoacidos. Além disso, desempenha papel como centro redox de varias enzimas,
das quais podem ser citadas a ribonucleotideo redutase, catalase e peroxidase
(KAIN; SCHWEDERSKI, 1994b).
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O Mo é um elemento natural encontrado em varios minérios. Em plantas e
organismos inferiores, as enzimas dependentes de molibdénio estdo envolvidas na
fixacdo de nitrogénio molecular atmosférico no ciclo de nitrogénio e também numa
série de outras reacbes de oxi-reducao (WHO, 1996). A primeira evidéncia da
essencialidade do Mo foi quando descobriram a sua participacdo na enzima xantina
oxidase/desidrogenase na conversao das purinas em acido urico (WHO, 1996).

O Ni tem como fungdes mais provaveis como cofatores em metaloenzimas ou
metaloproteinas. Alguns tipos de enzimas contendo niquel que foram identificadas
sao urease, hidrogenase, metilcoenzima M redutase e desidrogenase de monédxido
de carbono. Além disso, pode também ter um papel na funcdo da glandula
enddcrina, tal como sugerido pelo seu efeito sobre os niveis de prolactina (ATSDR,
2005a).

O V é um elemento de transicdo que age como inibidor de algumas enzimas
Na*/K*ATPase nas membranas plasmaticas, fosfatase alcalina, glicose-6-fosfatase,
ribonuclease. Outros estudos provam que esse elemento estimula a absorcao de
glicose, a oxidagao e sintese do glicogénio e a capacidade de induzir a proliferacao
celular (ATSDR, 2009).

O Zn é um componente essencial que esta presente em todos 0s organismos,
€ importante para a atividade de véarias enzimas, além de atuar como estabilizador
de estruturas moleculares. Além disso, participa da sintese de carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucléicos (KAIN; SCHWEDERSKI, 1994c). Este elemento
também tem um papel essencial na manutengdo da estrutura do acido nucléico
(ATSDR, 2005b). E importante destacar que a presenca do Zn no meio aquatico é
dependente do pH, da salinidade e de agentes complexantes, sendo estes fatores
0s principais responsaveis pela adsorcao e mobilidade do zinco (ATSDR, 2005b).

2.4 Preparo de amostras

A etapa de preparo de amostra, visando a determinacédo de elementos traco
em materiais organicos e inorganicos, merece destaque dentro da sequéncia
analitica uma vez que, trata-se da etapa mais critica, mais demorada e de maior
custo. De maneira geral, € onde ocorre a maior parte dos erros, os quais

frequentemente limitam a exatiddo que pode ser alcancada em uma analise
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(SKOOG et al., 2006a; SNEDDON et al., 2006; GONZALEZ et al., 2009; KRUG;
NOBREGA, 2010).

O método de preparo de amostra consiste em submeter a amostra a um
tratamento adequado de forma que seja compativel com a instrumentacao para a
determinacdo dos analitos. A maneira de se decompor a amostra para a analise
depende de sua natureza, do elemento a ser determinado e sua concentracao, da
técnica de determinacdo, da precisdo e exatiddo desejadas (KRUG; NOBREGA,
2010). Além disso, o procedimento escolhido deve ser eficiente, apresentar uma
consideravel frequéncia analitica e sempre que possivel ser rapido, simples de ser
realizado e utilizar pequenos volumes de reagente (ARRUDA; SANTELLI, 1997;
FLORES et al., 2007).

Os erros mais comuns durante o preparo de amostra estdo relacionados a
dissolucado incompleta dos analitos, perdas de analito por volatilizagao, introducéo de
um analito como um contaminante do solvente, ou contaminacéo a partir da reacao
do solvente com as paredes do frasco. Entretanto, além destas, iniUmeras outras
fontes podem contribuir para a diminuicdo da exatiddo de uma analise (ARRUDA;
SANTELLI, 1997; KRUG; NOBREGA, 2010).

Em geral, a determinagdo de elementos em amostras de natureza organica
constitui um grande problema analitico, devido a necessidade de converter os
elementos da matriz organica em uma forma inorganica simples conveniente para
analise (MAGALHAES et al., 2010). Assim, o desenvolvimento de procedimentos de
preparo de amostra adequados a técnica de determinacgao, é de grande relevancia
para garantir a qualidade dos resultados de determinada analise.

Segundo Knapp (1991), os procedimentos de decomposicdo de amostras
podem ser classificados conforme mostrado na Tab. 1. Cabe destacar que neste
trabalho sera dada maior énfase a decomposicao por via Umida, dando preferéncia
aos procedimentos em sistema fechado e assistidos por radiacdo micro-ondas.

Outras técnicas de preparo de amostra que podem ser mencionadas sao a
fusdo que é empregada para a decomposicao de materiais que sao insolluveis em
acidos minerais concentrados ou que sao atacados lentamente e/ou dissolvidos
parcialmente. Entre os materiais de dificil dissolugdo em acidos podem ser citados
por exemplo cimentos, aluminatos e silicatos (COSTA et al., 2010). A decomposicao
em sistema aberto ou fechado com aquecimento convencional utiliza um &cido

concentrado ou uma mistura de acidos, como agente oxidante da matéria organica
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sob aquecimento, a quantidade de acido utilizada vai depender da massa de
amostra e do tipo de matriz (MATUSIEWICZ, 2003; FLORES et al, 2010).

Técnicas que envolvem a combustdo em sistema aberto como a
decomposicdo de amostra em fornos tipo mufla com temperatura controlada, que
tem como inconveniente o fato de ser um procedimento em que ha sempre o risco
de perda de analitos volateis (KORN et al., 2008). Para minimizar as perdas por
volatilizagdo uma alternativa é o sistema de decomposicao em baixas temperaturas
com oxigénio excitado, onde a decomposicdo da amostra de natureza orgéanica
ocorre em um sistema de baixa pressdo na faixa de 1 a 5 Torr por aplicacdo de um
campo elétrico de alta frequéncia. Desta forma, o oxigénio € convertido a oxigénio
excitado e a amostra é submetida a acdo dessas espécies oxidantes e é
decomposta a temperaturas que nao excedem a 200 °C. Dentro das técnicas de
combustdo em sistema aberto também cabe destaque a combustdo iniciada por
micro-ondas focalizada que foi proposta recentemente (MESKO et al., 2010) onde é
possivel utilizar massas de amostra maiores e reduzir o consumo de reagentes,
permitindo assim a posterior determinacao de elementos em baixas concentragdes.

Dentre as técnicas que envolvem a combustdo em sistema fechado, podem
ser citadas as técnicas classicas como a bomba de combustdo e o frasco de
Schoéniger. Além disso, uma alternativa mais recente, é a combustéo iniciada por
micro-ondas (MIC). Ambos os métodos de preparo foram desenvolvidos para a
decomposicdo de amostras organicas e biolégicas, promovendo a oxidacao
completa da matriz da amostra e possibilitando a recuperacdo quantitativa dos
analitos. A decomposicao utilizando a bomba de combustao permite a obtencéo de
digeridos com teor de carbono considerado relativamente inferior quando comparado
com os digeridos ap6s decomposicao por via Umida, além disso permite o uso de
massa de amostra relativamente maior (até 1,5 g) o que permite a obtengcdo de
baixos LODs. Apresenta como desvantagens a baixa frequéncia analitica e
problemas relacionados a contaminagdo devido as paredes do frasco e dos
eletrodos serem dificeis de serem lavados. No frasco de Schdniger a massa de
amostra utilizada estd vinculada ao tamanho do frasco de decomposicdo, a
quantidade de amostra que pode ser decomposta é pequena o que limita a sua
aplicacdo para a determinacdo em concentragcdes muito baixas dos analitos. A
frequéncia de analise também é baixa, mas o procedimento é mais rapido do que o
da bomba de combustdo (BARIN; FLORES; KNAPP, 2006; FLORES et al., 2007). A
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combustdo iniciada por micro-ondas apresenta como principais caracteristicas o
minimo consumo de reagentes, pequeno tempo de decomposicao, boa frequéncia
de analise (até oito amostras simultaneamente) e permite uma etapa de refluxo.
Além disso, os teores de carbono residual (RCC) sao considerados baixos,
normalmente inferiores a 1% do carbono original correspondente, os valores obtidos
para os brancos séo relativamente baixos e a etapa de descontaminagdo é simples
e rapida (FLORES et al., 2004; MESKO, 2004; FLORES et al., 2007).

Tabela 1 - Classificagdo dos procedimentos de decomposicdo de amostras,
adaptado de Knapp, 1991.

Fusao

Via umida

Sistema aberto

Sistema fechado

Sistema em refluxo

Aquecimento
convencional

Aquecimento com
radiacao micro-ondas

Aquecimento
convencional

Aquecimento com
radiacdo micro-ondas

Aquecimento
convencional

Aquecimento com
radiacao micro-ondas

Combustao

Sistema aberto

Sistema fechado

Sistema dinamico

Via seca

Sistema a baixa
temperatura com
oxigénio excitado

Sistema de Wickbold

Bomba de combustao
Frasco de Schoéniger

Combustao iniciada
por micro-ondas

Trace-O-Mat®

2.4.1 Decomposicao por via umida

A decomposicdo de materiais organicos ou bioldgicos por via umida envolve o
aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral oxidante, geralmente
concentrado, ou com uma mistura de dois ou mais acidos oxidantes, ou entdo com a
mistura de um &cido oxidante com peréxido de hidrogénio (H2O.) a fim de manter o
meio oxidante, sem aumentar o residuo acido (FLORES et al., 2010). Dentre os
acidos com propriedades oxidantes usados na decomposi¢cdo por via Umida de

amostras orgéanicas e biolégicas podem ser citados o acido nitrico (HNO3), o acido
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sulfarico (HoSO4) e o acido perclérico (HCIO,4). Estes acidos podem ser utilizados
individualmente, com exce¢do do acido perclérico, ou combinados uns com 0s
outros (SECO-GESTO et al.,, 2007; FLORES et al., 2010). Além destes, outros
acidos nao oxidantes também podem ser utilizados, como o acido cloridrico (HCI) e
o acido fluoridrico (HF) que sao bons agentes complexantes, os quais podem
estabilizar muitos analitos na solucdo (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

O emprego de acido mineral oxidante possibilita a oxidacdo completa da
maioria das amostras organicas, disponibilizando os analitos a serem determinados
em solucéo acida em formas inorganicas simples e apropriados a analise (FLORES
et al., 2010).

Quanto a escolha do &cido ou da mistura de acidos a ser utilizada na
decomposicdo por via Umida de materiais organicos e bioldgicos, algumas
caracteristicas a respeito de cada acido devem ser consideradas como, por
exemplo, o ponto de ebulicdo, o poder oxidante e o grau de pureza (COSTA et al.,
2010).

Para a decomposicdo de amostras, geralmente é utilizada a mistura
azeotrdpica do HNO3 concentrado com H,O a 65% (m/m), o qual apresenta menor
ponto de ebulicdo, e por isso a baixa temperatura € um fator limitante a sua
eficiéncia oxidativa. Sendo assim, é muito dificil oxidar completamente as amostras
utilizando somente este acido (FLORES et al., 2010). A forca oxidante deste acido
pode ser melhorada pela adicdo de clorato, permanganato, peréxido de hidrogénio
ou bromo, ou ainda pelo aumento de temperatura associado a um aumento de
pressao (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

A presenca de fumos marrons de NO, é um indicativo de que ha ainda
matéria organica sendo oxidada pelo HNO3, sendo a reciproca ndo verdadeira, ou
seja, a auséncia de fumos marrons ndo € uma indicagao exata de que toda matéria
organica foi oxidada (FLORES et al., 2010).

O acido sulfarico (H.SO4) € um acido forte, com ponto de ebulicdo mais alto
dentre os acidos minerais concentrados, mas o0 processo de oxidacao da matéria
organica é bastante lento. Devido ao ponto de ebulicao (338 °C) desse acido, ser
superior a temperatura suportada pelos frascos de politetrafluoretileno (PTFE), onde
temperatura inferior a 240 °C é considerada desprezivel, sem deformacgdes, é mais

conveniente a escolha de frascos de vidro ou de quartzo para a dissolucdo de
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materiais que utilizem esse acido. Na maioria das vezes, é utilizado em combinacao
com HNO3;, HCIO4 ou H20, (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997; FLORES et al.,
2010).

O &cido perclérico (HCIO4) é um acido com alto poder de oxidacdo, mas,
quando utilizado isoladamente, torna-se muito perigoso devido ao risco iminente de
explosao, por reagir rapidamente com a matéria organica. Na pratica, recomenda-se
usar o HCIO4 sempre em combinagdo com outro acido, normalmente utiliza-se apés
a adicdo de HNO; (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997). E importante salientar
que o acido perclérico ndo deve ser empregado em sistemas fechados por razdes de
seguranca, devido as reacdes violentas que podem causar a explosao do frasco de
decomposicao em funcado do aumento subito de pressao (FLORES, 2010).

O acido cloridrico (HCI) é um acido nado oxidante que apresenta fracas
propriedades redutoras durante a dissolucao. Alguns metais como Au, Cd, Fe, e Sn,
podem ser dissolvidos por esse acido, mas a dissolucdo pode ser acelerada pela
adicdo de um outro &cido, € frequentemente utilizado em combinagcdo com &acido
nitrico (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

O &cido fluoridrico (HF) € um acido ndo oxidante cuja reatividade é baseada
na sua intensa capacidade natural de complexacdo. E mais comum ser utilizado em
analises inorganicas devido a sua capacidade de dissolver silicatos (SUCHAROVA;
SUCHARA, 2006). Para melhorar a dissolucdo, esse acido é rotineiramente
combinado com um outro acido, tal como acido nitrico. Fluoretos insollUveis podem
muitas vezes ser solubilizados através da remocdo do acido fluoridrico apds a
digestao (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

Além da utilizacao de acidos, o peroxido de hidrogénio (H.O2) concentrado,
cerca de 30% (m/m) é utilizado na digestao, sendo frequentemente adicionado apds
0 acido primario ter realizado uma pré-digestao da matriz organica da amostra, com
isso completa a digestdo e o0s riscos potenciais de reacdes violentas sao
minimizados (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997). O seu uso apresenta
vantagens como a agua ser o unico produto de decomposi¢do presente, estar
disponivel com alto grau de pureza e de ser um agente oxidante poderoso de
materiais organicos (COSTA et al., 2010).

Para propédsitos gerais, prefere-se uma mistura de acidos, ou entdo o uso

sequenciado de acidos. Quando se utiliza a associacdo de H.SO, e HNO; é
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importante inicialmente aquecer a amostra com H.SO4 até o aparecimento de fumos
do acido e apés adicionar HNO3 gota a gota de forma a evitar uma reacao brusca, e
em seguida colocar maiores volumes para completar a oxidacao da matéria organica
da amostra. Quando se emprega HNO3; e HCIO, é necesséario inicialmente oxidar a
amostra somente com HNOg, restando apenas o material que ndo é oxidado pelo
HNOsa 120 °C, apds esperar a mistura esfriar e adicionar cuidadosamente o0 HCIOy,
reaquecer para completar a oxidacao, desta forma o uso do HCIO4 é mais seguro
(WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997; COSTA et al., 2010).

Conforme Mermet (1997) as principais caracteristicas dos acidos empregados

na decomposicao por via umida podem ser resumidos de acordo com a Tab. 2.

Tabela 2 - Principais propriedades dos acidos utilizados para a digestdao, adaptado
de Mermet, 1997.

Acidos Forma TE (°C) Frascos Combinacao
oxidantes acida
HNO; Azebtropo: 65%, 122 Todos HCI para ligas
14,4 mol I agua régia (3:1)
HCIO, Azeoétropo: 72%, 203 Todos _
12 mol I
H.SO, Concentrado 338 Vidros de HNO; para
98%, 18 mol I borosilicato ou compostos
de quartzo organicos
Acidos ndo Forma TE (°C) Frascos Combinacao
oxidantes acida
HCI 36%, 12 mol I 110 Todos HNO; para ligas
azeo6tropo: 20%
HF 48%, 29 mol I 112  Politetrafluoretiieno  Complexacao
azeobtropo: 38%, (PTFE) com H3BOs3
22 mol I’

Dessa forma, se os &cidos forem suficientemente oxidantes, e se o
aquecimento for feito a elevadas temperaturas durante um periodo de tempo
adequado, € possivel oxidar completamente a maioria dos compostos organicos
presentes na amostra, deixando os analitos a serem determinados na solucao acida
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em formas inorganicas, simples e apropriados para analise (SECO-GESTO et al.,
2007; FLORES et al., 2010).

A decomposigédo por via umida pode ser feita utilizando sistema aberto ou
fechado e ainda com aquecimento condutivo ou assistido por radiacao micro-ondas.
A seguir serd dado maior enfoque a decomposi¢cdo com aquecimento por radiacdo
micro-ondas, que proporcionam decomposicoes mais rapidas e seguras quando
comparadas ao aquecimento condutivo, devido a absorcao direta da energia pela
solucdo contendo a amostra (ARRUDA; SANTELLI, 1997).

A radiacdo micro-ondas € um tipo de energia radiante, caracterizada como
radiacao eletromagnética que compreende uma faixa de frequéncia do espectro
eletromagnético de 300 a 300000 MHz, sendo que os fornos de micro-ondas
fabricados para os laboratorios utilizam micro-ondas com frequéncia de 2450 MHz.
Neste contexto, a radiacdo micro-ondas apresenta uma energia relativamente baixa
e por isso existem ligacdes quimicas na matriz da amostra que nao podem ser
quebradas por essa radiacao (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

Ao contrario dos sistemas baseados no aquecimento condutivo como por
exemplo a chapa aquecedora, e o bloco digestor, 0 aquecimento por radiagao micro-
ondas envolve a absorcao direta de energia pelo material que estd sendo aquecido,
sendo que o frasco que contém a amostra tem que ser transparente a radiacéo e,

por esta razao, a solucao é diretamente aquecida (NOGUEIRA et al., 2010).

E importante destacar que o aumento de temperatura rapido e uniforme
ocorre devido a interacdo da radiacdo eletromagnética com os ions e espécies
polares dissolvidos em solucédo usada para a decomposicao da amostra, provocando
dois fendbmenos, o da migracao iénica e o da rotacao de dipolos (WALTER; CHALK;
KINGSTON, 1997).

A migracao ibnica ocorre devido ao movimento eletroforético dos ions em
solucao dentro do campo elétrico oscilante das micro-ondas. Como consequéncia é
gerada uma resisténcia a este fluxo de ions causado por outras espécies com fluxo
oposto. O fendmeno de rotacdo dipolar é explicado pelo movimento das moléculas
polares dentro do campo elétrico oscilante da radiagdo micro-ondas, assim as
moléculas se alinham ao campo e quando retornam a posicao inicial, liberam

energia, promovendo o aquecimento rapido do meio reacional devido ao aumento de
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temperatura de ebulicdo da solugdo (TREVIZAN, et al.,, 2007; NOGUEIRA et al.,
2010).

2.4.1.1 Decomposicao por via umida em sistema aberto assistida por

radiacao micro-ondas

Os sistemas de decomposicao abertos, aquecidos por radiacdo micro-ondas,
operam a pressao atmosférica, sendo isso uma vantagem por nao apresentarem
problemas relacionados ao aumento de pressdo que ocorre nos sistemas fechados.
A perda potencial de espécies volateis é controlada através da condensagdo dos
vapores em um condensador situado na parte superior do frasco. Além disso,
permite a evaporacdo dos reagentes até secura de forma rapida e eficiente. A
maioria destes sistemas opera com a radiacdo micro-ondas focalizada (NOBREGA
et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2010).

Existem procedimentos analiticos que podem ser realizados de maneira mais
adequada nos sistemas focalizados, principalmente nas situagdes que requerem a
decomposicdo de grande quantidade de material organico ou quando séao
necessarias multiplas adicdes de acido concentrado durante a decomposi¢cdo da
amostra, permitindo assim um ataque sequencial pelo acido (NOBREGA et al., 2002;
COSTA et al., 2005).

Existem alguns sistemas disponiveis comercialmente, 0os quais apresentam
duas ou seis cavidades com apenas um magnetron, o que dificulta a distribuicdo
homogénea da radiacao micro-ondas. No entanto, este problema pode ser atenuado

pelo controle de temperatura no frasco de reagao (COSTA et al., 2001).

A grande desvantagem dos sistemas de micro-ondas com radiacao focalizada
estd relacionada com as quantidades elevadas de acidos concentrados,
especialmente acido sulfurico (H.SO,4), que é usado para atingir temperaturas
elevadas a pressado atmosférica, melhorando a eficiéncia da digestdo da amostra
(NOBREGA et al., 2002). Entretanto, o emprego de grandes quantidades de &cidos
pode ocasionar um aumento nos valores de branco. Além disso, a presenca de
acidos concentrados nos digeridos da amostra ndo sao suportados por algumas
técnicas analiticas, tais como a espectrometria de massa com plasma indutivamente

acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente
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acoplado (ICP OES) e cromatografia de ions (IC). Nesse caso, faz-se necessario
uma etapa adicional para remover ou diluir o acido residual (TODOLI; MERMET,
1999).

O uso da decomposicdo por via umida em sistema aberto assistida por
radiacdo micro-ondas focalizada foi utilizado por Meeravali e Kumar (2000) para a
decomposicdo de amostras de algas para a posterior determinacao dos metais Cu,
Mn e Ni por ET AAS. Boas recuperacdes para todos os analitos foram obtidas na
faixa de 90 a 106%, os RSDs variaram de 2 a 6%.

Em outro trabalho, Costa et al. (2009) avaliaram a possibilidade de perda por
volatilizagao dos analitos As, Cd, Pb, Se e Zn durante a decomposicao da amostra
por radiacdo micro-ondas focalizada utilizando como amostras mexilhdo, ostra e
molusco. Quando realizada a determinacdo dos analitos no CRM NIST 1566b
(Oyster tissue) apbs o preparo por decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas
focalizada foram observadas perdas para todos os analitos. Com base nos
resultados obtidos, os autores concluiram que 0 emprego da decomposicao assistida
por radiagdo micro-ondas focalizada a pressdo atmosférica para a posterior
determinacao de analitos volateis deve ser muito bem avaliada devido ao fato de se
tratar de um sistema aberto propenso a perdas por volatilizagao.

2.4.1.2 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacao micro-ondas

Na decomposicdo de amostras em sistemas fechados é necessaria a
utilizacdo de frascos de decomposicdo apropriados e a temperatura e pressao
empregadas precisam ser controladas. As principais vantagens destes sistemas em
relagdo aos sistemas abertos sdo a auséncia de perdas de elementos volateis;
diminuicdo dos riscos de contaminacado por fontes externas, desde que sejam
usados acidos com alto grau de pureza; reducdo das quantidades dos reagentes
utilizados no procedimento de decomposicdo, diminuindo assim os valores dos
brancos; e a reducdo no tempo de reacdo quando se trabalha em temperaturas
acima do ponto de ebulicao dos reagentes (FLORES et al., 2010).

A principal limitacdo dos sistemas fechados esté relacionada a quantidade de

massa de amostra utilizada, uma vez que, a pressao interna que se desenvolve
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dentro do frasco de decomposicdo depende da pressdo de vapor do &cido
empregado e da pressao oriunda dos produtos gasosos gerados no processo de
decomposicdo. A completa oxidacdo das substancias organicas presentes na
amostra tem como principal produto gasoso gerado o CO. que é proporcional a
massa de carbono na amostra. Outros produtos gasosos gerados que podem ser
citados, quando utilizado o acido nitrico, sdo NO e NO, que estdo diretamente

relacionados a oxidacao do carbono presente na amostra (FLORES et al., 2010).

Atualmente, grande parte dos trabalhos encontrados na literatura para a
determinacao de metais em matrizes biolégicas utiliza a decomposicao por via umida
assistida por radiacdo micro-ondas (FARIAS et al., 2002; MOREDA-PINEIRO et al.,
2007; ROCHA et al., 2009; TUZEN et al., 2009; LARREA-MARIN et al., 2010;
AKCALI; KUCUKSEZGIN, 2011; MOREDA-PINEIRO et al, 2012; RYAN;
MCLOUGHLIN; O’'DONOVAN, 2012; RYBAK; MESSYASZ; LESKA, 2012), sendo

alguns destes trabalhos mais detalhados a seguir.

O uso da decomposicao por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas foi
proposto por Farias et al. (2002), para a decomposicdo de onze espécies de
macroalgas oriundas da Antartica para a posterior determinagdo dos metais As, Cd,
Co, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, V e Zn por ICP OES. A decomposicao das
amostras foi feita em forno micro-ondas em sistema fechado com frascos de PTFE.
Com relacao a etapa de decomposicao das amostras, foram utilizados 2 ml de H>O,,
8 ml de HNO3; concentrado e 2 ml de HF, esta mistura foi deixada em overnight. No
dia seguinte a mistura foi submetida a um programa de aquecimento no forno de
micro-ondas (250 W - 2 min; 0 W - 2min; 250 W - 5 min; 400 W - 5 min; 600 W - 5
min), apds resfriamento (intervalo de no minimo 2 h) foram adicionados 2 ml de
HNO3; concentrado e 2 ml de HCIO,, esta mistura foi entdo submetida a um segundo
programa de aquecimento no forno de micro-ondas (250 W - 2 min; 0 W - 2 min; 250
W - 5 min; 450 W - 5 min). Apé6s resfriamento, as solugcbes resultantes foram
lentamente evaporadas até a secura, os residuos obtidos foram dissolvidos em 2,5
ml de HNO3 concentrado e depois avolumados a 50 ml. Para avaliar a exatiddao do
método os autores utilizaram um material de referéncia certificado (CRM) BCR 279
(Ulva lactuca) que foi submetido as mesmas condi¢cdes de preparo das amostras.
Apbés os elementos nas solucbes obtidas das amostras e do CRM foram

determinadas por ICP OES, onde as concentragcdes dos elementos traco nas
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macroalgas variaram de < 0,1 pg g' para Cd a 3095 ug g para Fe. A alta
concentragdo de As 112 ug g encontrada em uma espécie de alga pode ser devido
as caracteristicas geolégicas da Peninsula Potter. Os resultados para As, Cu, Pb e
Zn determinados no CRM apresentaram concordéancia na faixa de 92 a 99% com o
valor certificado, o Se ficou abaixo do limite de deteccdo do método. O Cd
apresentou um valor acima do valor certificado, onde os autores justificam ser devido
a alguma contaminacdo na etapa de pré-tratamento. Assim, baseados nos
resultados obtidos os autores sustentam a hipbtese sobre a capacidade seletiva das
macroalgas de acumular contaminantes inorganicos servindo, portanto, como
biomarcadores para avaliar a contaminac¢ao da Antartica.

Em outro trabalho, Moreda-Pifeiro et al. (2007) utilizaram a decomposicao por
via Umida assistida por micro-ondas para o preparo de amostras de algas
comestiveis para a posterior determinagdo dos metais As, Ca, Cd, Co, Cr, K, Mg,
Mn, Na, Pb, Sr e Zn por ICP OES. Os resultados obtidos apds a decomposi¢cao por
MWAD foram utilizados para comparar com os resultados obtidos pela técnica de
extracdo liquida sob pressao proposta pelos autores. A decomposicao por via Umida
foi feita utilizando 0,5 g de amostra, 4 ml de H,O ultra-pura, 2 ml de H.0O-
concentrado e 4 ml de HNOj3 concentrado, os quais foram acrescentados no frasco
de PTFE e a decomposicao foi realizada a 250 W por 10 min e 500 W por 10 min
seguido de 40 min de resfriamento, a temperatura maxima atingida foi de 200 °C,
apos as solugdes foram filtradas em papel filiro n® 40 e diluidas com 25 ml de agua
ultra-pura. Os resultados obtidos com a técnica proposta pelos autores tiveram a sua
exatidao avaliada pela decomposicao de dois CRMs o NIES-03 (Chlorella kessleri) e
o NIES-09 (Sargasso) os quais apresentaram concordancia entre o valor
determinado e o valor certificado que variou numa faixa de 97 a 103% para os
analitos Ca, Co, K, Mg, Mn, Sr e Zn. O procedimento de preparo de amostra MWAD
apresenta como vantagem em relagdo ao procedimento proposto, o custo do
equipamento utilizado no preparo da amostra ser bem menor.

A decomposigao por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas foi aplicada
para a decomposicao de algas comestiveis para posterior determinacao de As, Cd,
Co, Cr, Mo, Ni, Pb, Sb, Se e V por ICP-MS. A fim de otimizar a decomposicao das
amostras, varias modalidades foram analisadas com diferentes concentragdes de
HNO3; de 2,5 ml a 5 ml em intervalos de 0,5 ml e H,O, de 0 ml a 2,5 ml, em
intervalos de 0,5 ml em uma mistura de acido de 5 ml; tempos de digestao variados
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de 5 min a 10 min, em intervalos de 1 min e varias poténcias do micro-ondas de 200
W a 650 W, em intervalos de 50 W. O método que utilizou o0 menor volume, poténcia
e tempo de decomposicdo foi considerado o mais conveniente e, por isso,
selecionado. Uma massa de 0,5 g de cada amostra de alga seca e do CRM foi
pesada e introduzida em um frasco de tetrafluormetoxi (TFM) de alta pressao,
juntamente com a adicdo de 4,5 ml de HNO3; e 0,5 ml H.O,. O programa de
aquecimento consistiu de 6 etapas (250 W - 2 min; 0 W - 2 min; 250 W - 2 min; 400
W -5 min; 0 W - 2 min; 600 W - 6 min). Amostras digeridas foram transferidas para
um frasco e avolumados a 50 ml com agua ultra-pura. A exatidao do método foi
avaliada submetendo trés materiais de referéncia certificado (BCR 279 - Ulva
lactuca; NCS ZC78006 - Tea; NIST 1547 - Peach leaves) aos mesmos
procedimentos de preparo que as amostras. Com a otimizacao do procedimento de
preparo de amostra foi possivel decompor simultaneamente 10 amostras em um
tempo de 23 min, além disso, outra vantagem foi a pequena quantidade de reagente
necessario para decompor a amostra o que reduz significativamente o potencial de
contaminacao do meio ambiente (ROCHA et al., 2009).

O uso da decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas em sistema
fechado foi proposta por Akcali e Kucuksezgin (2011) para avaliar a concentracdo de
metais em oito estacbes costeiras do mar Aegean, para isso foram coletadas
amostras de algas, agua e sedimento a fim de avaliar as condicbes ambientais da
regiao. Os autores também utilizaram varias espécies de algas comuns a regiao com
0 objetivo de descobrir quais as mais adequadas para o biomonitoramento da
regiao, servindo como um padrao bioindicador da contaminagcdo ambiental. Entre as
espécies estudadas as que apresentaram alto potencial bioacumulador foram a alga
marrom Cystoseira sp., as algas verdes Ulva sp. e Enteromorpha sp., sendo neste
estudo os metais avaliados Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Pb e Zn. Para o preparo das
amostras de algas foram utilizados 1g de amostra e uma mistura de acidos HNO3,
HF, HCIO4 e HCI, e apés foram digeridas em um forno de micro-ondas. O Hg foi
determinado por espectrometria de absorcao atdmica com geracao de vapor frio e os
demais elementos por espectrometria de absorcdo atdmica com atomizador em
chama ou forno de grafite. Para a avaliagdo da exatiddo foi utilizado um material de
referéncia de planta do mar (IAEA-140/TM). Entre os metais considerados
essenciais a ordem de concentragao foi Fe>Zn>Cu, enquanto que para os metais
considerados nao essenciais para as atividades metabdlicas a ordem de
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concentracdo foi Cr>Cd>Hg>Pb. Cabe ressaltar que significantes variacbes nas
concentracdes dos metais foram observadas de acordo com as estacdes climaticas,
onde as concentracdes de Hg e Pb foram maiores na primavera e as concentragdes
de Cd, Cr, Cu, Fe e Zn foram maiores no inverno.

A decomposicdo por via umida assistida por micro-ondas foi aplicada para
avaliar a concentracao de metais total, intracelular e ligado na superficie de quatro
espécies diferentes de algas. As amostras foram digeridas em um forno micro-
ondas, foram utilizados 300 mg de amostra, 5 ml de HNO3, 3 ml de agua deionizada
e 2 ml de HxO,. Apdés as amostras foram submetidas a um programa de
aquecimento em um forno de micro-ondas, 80 °C a 600 W por 2 min, apds aumentou
para 160 °C por 2 min e subsequentemente para 200 °C por 4 min a 1200 W. Os
analitos As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn foram determinados por ICP OES, e
para avaliar a exatiddo foram utilizados os materiais de referéncia certificados BCR
060 (Lagarosiphon major) e NIST 1573a (Tomato leaves). As concentracdes de As,
Mn e Zn foram maiores para todas as espécies estudadas quando comparadas as
de Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb. As variacoes entre espécies podem ser atribuidas a
diferencas na morfologia das algas marinhas (RYAN; MCLOUGHLIN; O’'DONOVAN,
2012).

2.4.1.3 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacao micro-ondas sob pressao de oxigénio

A preparacdo de amostras utilizando o procedimento de decomposicéo
assistida por micro-ondas utilizando solucdes de acido nitrico diluido sob pressao de
oxigénio tem sido uma alternativa empregada para a oxidacdo da matriz organica em
amostras biolégicas. No entanto, a eficiéncia deste procedimento depende da
composi¢do quimica da amostra e da temperatura utilizada durante o processo de
decomposicado (TREVIZAN, et al., 2007; CASTRO et al., 2009; GONZALEZ et al.,
2009).

A utilizacdo de acidos diluidos nos procedimentos de decomposicao de
amostras organicas e biolégicas empregando a radiacdo micro-ondas levaram a
vantagens relevantes, tais como, maior seguranca, reducao de custos devido a
menor quantidade de reagentes empregados e, assim, menor geracao de residuos.

Além disso, ocorre a obtencdo de menores valores de branco e consequentemente
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melhores limites de deteccado e desvio padréo, reducéo do risco de interferéncias na
etapa de determinagdo e também requer menores fatores de diluicdo antes das
medi¢des dos analitos (STEWART; OLESIK, 1998a; STEWART; OLESIK, 1998b;
GONZALEZ et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2010).

O &cido nitrico é frequentemente utilizado nos processos de decomposicao de
amostra por ser de facil manipulagao, purificacao e por ser eficiente na oxidacao da
matriz organica presente em amostras bioldgicas (GONZALEZ et al., 2009). Além
disso, o acido nitrico pode ser utilizado em associagcdo com peroxido de hidrogénio
(H202), 0 qual é empregado como agente oxidante auxiliar durante a decomposicéao
assistida por radiacdo micro-ondas (WALTER; CHALK; KINGSTON, 1997).

E importante ressaltar as reacdes quimicas envolvidas durante o processo de
decomposicdo das amostras organicas utilizando acido nitrico diluido. Neste
sistema, é gerado, inicialmente, 6xido nitroso (NO) gasoso durante a oxidagao dos
constituintes orgéanicos pela acdo do acido nitrico (HNOj3). O oxido nitroso é
volatilizado a partir do aquecimento da solugcédo e reage com oxigénio (O,) presente
na fase gasosa do frasco de reacao. Neste caso, NO, € gerado e este gas condensa
devido a superficie fria e entdo é reabsorvido na solucao. Em seguida, uma reacao
ocorre levando a formacao de NO3; e NO e o ciclo de reacao se repete até o ponto
em que nao tenha mais O, na fase gasosa do recipiente fechado (TREVIZAN et al.,
2007). A seguir é mostrada através das reacdes abaixo a proposta de mecanismo de
regeneracdo do acido nitrico durante o processo de decomposicdo da amostra
(CASTRO et al., 2009; BIZZ] et al., 2010).

(CH2)n + HNO3(5q) + calor — COgg) + NO(g) + H20y)) (

2NO(g) + Oz(g) — 2NOy(q) (Equagéo 2
2NOy(g) + H2O() — HNOgz(aq) + HNOz(aq)
2HNO2(aq) — H20()+ NOzg) + NO(g)

Equacéao 1)
)

(Equagéo 3)
(Equacéo 4)
Trabalhos recentes tém sido desenvolvidos para mostrar a aplicabilidade da
decomposicao de amostras utilizando &cidos diluidos, dos quais podem ser citados o
trabalho desenvolvido por Castro et al. (2009), onde a eficiéncia da decomposicao
utilizando acido nitrico diluido foi avaliada para amostras de café em péd

determinando nos digeridos o teor de carbono residual (RCC) e a acidez residual,
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sendo que ambos em altas concentracdes interferem na etapa de determinacao.
Além disso, os autores conseguiram mostrar que a decomposicao € dependente das
reacdes quimicas que ocorrem no frasco de decomposi¢ao na fase liquida e gasosa
e que a formacao de NO e sua posterior conversao em NO. pela acao do O, sdo os
principais responsaveis pela regeneracdo do HNOj; e pela eficiéncia na oxidacao da
matéria organica.

O trabalho realizado por Gonzalez et al. (2009) mostra a eficiéncia da
digestdao com solucdes de acido nitrico diluido para amostras complexas como graos
de soja, sangue bovino e viscera bovina. A principal hipotese para explicar a
eficiéncia da digestdo da matriz organica, que pode ser observada pela diminuicao
no RCC, esta relacionada ao gradiente de temperatura no inicio da decomposicao,
que foi superior na presenca de &cidos diluidos (2 mol I'"), onde variou entre as
temperaturas de 180 a 200 °C. Enquanto, para as demais concentragdes, 7 mol I e
14 mol I'', as temperaturas alcangadas foram menores variando de 160 °C a 180 °C.
A solucao de HNO; 2 mol I'" nao foi eficiente para a digestdo de amostra de viscera
devido ao alto teor de gordura na sua composicao, resultando em um RCC de 90%.

Em outros trabalhos foram avaliadas a decomposicao de amostras baseada
na capacidade de regeneracao do HNO3; na presenca de O,. Bizzi et al., (2010)
propuseram o emprego da decomposicao por via umida assistida por micro-ondas
sob pressdo de oxigénio para a decomposicdo de amostra de figado bovino. A
concentracdo de HNOs variou de 0,1 a 14 mol I e a pressdo de O, de 5 a 20 bar. A
pressurizacdo dos frascos de decomposicao com O, melhorou a eficiéncia da
digestdo das amostras, sendo esta eficiéncia avaliada pelo teor de RCC e acidez
residual nas solucdes obtidas. Depois da otimizacdo do método, foi possivel
decompor uma massa de amostra de 500 mg utilizando uma solu¢cao de HNO3; 2 mol
I e sob pressdo de O, de 5 bar. O programa de aquecimento no forno de micro-
ondas foi realizado com uma rampa de 5 min a 1000 W e mais 10 min a 1000 W,
apos foi aplicado um resfriamento por 20 min a 0 W. A decomposicao foi eficiente
com valor de RCC de 13,8% e acidez residual inferior a 24%. Em outro trabalho
recente foi proposto pelo autor o uso de O, para a decomposicdo de plantas em
sistema fechado empregando a radiacdo micro-ondas utilizando HNOj diluido. A
pressao de O, avaliada variou de 5 a 20 bar e a concentracao de HNO3 variou de 2
a 14 mol I'. Foi observado que com o uso de uma solucdo de HNOz 3 mol I e
pressao de O, de 5 bar foi possivel decompor 500 mg de amostra. A eficiéncia da
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digestdo foi comprovada pelo valor do RCC igual a 5% e acidez residual nas
solugdes finais inferior a 45% em relacao a quantidade inicial de acido usado para a
decomposicao (BIZZl et al., 2011a).

Cabe ressaltar que as amostras botanicas apresentam alto teor de silica e de
compostos organicos e baixas recuperacdes sdo observadas principalmente para
elementos que se associam com silicio, como aluminio (Al) e ferro (Fe) e, portanto a
adicdo de reagentes auxiliares como H.SO4, H20., H3BO4, HF e HBF; sao
necessarios para a completa liberagdo dos analitos em solucdo (SUCHAROVA;
SUCHARA, 2006). Todavia, com o procedimento proposto por Bizzi et al. (2011a) foi
possivel obter boas recuperacdes quantitativas para os analitos Al e Fe sem utilizar
os reagentes auxiliares, apenas empregando HNO3; 3 mol I'' e 5 bar de Os.

Segundo Bizzi et al. (2011b) o processo de regeneracdo do HNO; na
presenca de O, como reagente auxiliar também pode ser aplicado para uma matriz
complexa rica em proteinas, gorduras e acucares como a de leite em p6 para
posterior determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn por ICP OES e Hg
por CVG-ICP-MS. Foi possivel obter uma decomposicao eficiente para 500 mg de
amostra utilizando HNO3z 2 mol I sob pressdo de O, de 7,5 bar, obtendo baixos
teores de carbono residual, menor que 1700 mg I e acidez residual menor que 18%
(m/m).

No trabalho desenvolvido por Bizzi et al. (2011c) foi avaliada a influéncia da
fase gasosa no interior do frasco de decomposicdo comparando a digestdo sob
pressao do ar atmosférico, pressdao de um gas inerte (Ar) e pressao de O, utilizando
como amostra o leite em pd integral. Todas as decomposicées foram realizadas
utilizando uma solugdo de HNO3z 2 mol I''. Quando foram testadas sob pressao do ar
atmosférico (1 bar) os valores obtidos de RCC foram em torno de 63% (m/m), neste
caso a quantidade de acido nitrico ndo foi suficiente para assegurar a completa
decomposicdo da matéria organica, por isso apresentou material particulado
suspenso e fumos de cor marrom devido a presenca de NO. na fase gasosa.
Quando empregado um gas inerte (Ar - 20 bar) os valores de RCC foram maiores
que 51%, as solugdes finais apresentaram uma cor amarelada e residuos
remanescentes como particulas suspensas. Quando foi utilizado 20 bar de O, as
decomposicoes foram eficientes com RCC menor que 10%. Desta forma, os autores
conseguiram comprovar que a acao oxidante do HNO3; pode ser melhorada se um

processo de regeneracao deste acido ocorrer, o qual é dependente da quantidade
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de O, disponivel na fase gasosa durante o processo de oxidagcdo da matéria
organica. Cabe ressaltar também que, nestas mesmas condicdes a acidez residual

foi elevada, em torno de 20% (m/m), devido ao processo de regeneracao do &cido.

2.4.1.4 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por

radiacao micro-ondas e ultravioleta

A radiacao ultravioleta (UV) constitui a porcdo do espectro eletromagnético
com comprimento de onda na extensdo de 40 a 400 nm. A decomposicdo de
amostras por radiacdo UV tem sido amplamente aplicada para amostras liquidas
como aguas naturais, aguas residuais, extratos de solos, fluidos biolégicos, a fim de
reduzir o teor de matéria organica dissolvida, uma vez que pode interferir na etapa
de deteccao. A agao da radiacdo UV em compostos organicos dissolvidos resulta na
formagédo de compostos intermediarios que sdo moléculas extremamente reativas,
com caracteristicas de um potente agente oxidante, que permite que a matéria
organica seja mineralizada a CO. e H>O. Dentre as espécies reativas formadas pela
acao da radiacao UV podem ser citadas o oxigénio singlet, radicais superdxido e
alquilperéxidos, ozdnio, radical hidroxila, peréxido de hidrogénio, ion persulfato e
dioxido de titanio (GOLIMOWSKI; GOLIMOWSKA, 1996).

A decomposicdo de amostras sélidas ou com elevado teor de carbono,
geralmente ndo é satisfatéria em processos fotooxidativos convencionais. Uma
alternativa apresentada foi o método de decomposicédo por via Umida assistida por
radiacdo micro-ondas e ultravioleta proposto por Florian e Knapp (2001) com a
finalidade de obter melhor decomposicdo das amostras e menor teor de carbono
residual nas solucdes obtidas apds o preparo das amostras.

Este método combina as vantagens da decomposicao por micro-ondas em
sistema fechado com as oriundas da radiacédo ultravioleta e consiste em inserir a
lampada de emissado de radiagao ultravioleta dentro do frasco de decomposicao a
qual é ativada pela radiacao micro-ondas para agir de forma simultdnea no processo
de decomposicdo da amostra (FLORIAN; KNAPP, 2001). A lampada de emissao de
radiacao ultravioleta é construida em quartzo, apresenta o seu interior preenchido
com vapor de cadmio (linha de emissao predominante em 228 nm) e uma antena de
molibdénio na parte superior (FLORIAN; KNAPP, 2001).
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A decomposicdao por MW-UV-AD tem como principio de funcionamento a
incidéncia da radiacdo micro-ondas sob a lampada de emissdo de radiacdo UV, a
qual é absorvida pelo molibdénio presente na antena da lampada que libera uma
descarga elétrica no interior do bulbo da lampada preenchido com vapor de cadmio
a baixa pressao, emitindo assim a radiacdo UV que apresenta agéo catalitica sobre
espécies oxidantes como o HNOg3, O, e H>0O, 0 que ocasiona a oxidagdao da matéria
organica presente na amostra (GOLIMOWSKI; GOLIMOWSKA, 1996; FLORIAN;
KNAPP, 2001; BENDICHO, 2010).

Florian e Knapp (2001) avaliaram a eficiéncia da decomposi¢cdo empregando
a radiacao micro-ondas e ultravioleta para uma amostra de leite em p6 desnatado de
75 mg dissolvidas em 7 ml de agua (IRMM, CRM 151) juntamente com uma mistura
de acidos (50 wl de HNOz + 50 pl de HClI + 1 ml de H»O) para posterior
determinacao de Cd, Cu, Fe e Pb onde as recuperacdes foram entre 96 e 112%.
Além disso, o teor de carbono dissolvido foi reduzido em 99% ap6s a decomposicao
da amostra. Posteriormente, o sistema proposto passou a ser comercializado pela
empresa Anton Paar onde a lampada de emissdo de radiacdo ultravioleta foi
adaptada para ser inserida no frasco de decomposicdo de quartzo. O sistema
comercial para a decomposi¢ao por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas e
ultravioleta esta apresentado na Fig. 1.

4l
—
frasco de quartzo——»
T!'\_‘l\;
J‘_—Qq—— dispositivo de PTFE
&M
Bl <«——antena
i —— =
<— bulbo
] lampada de emissao
e de radiacao UV ‘¢« dispositivo de PTFE
Wbl

Figura 1 - Sistema comercial para a decomposi¢cdo por via umida assistida por
radiagdo micro-ondas e ultravioleta, adaptado da Anton Paar (a).
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A decomposicao por MW-UV-AD também foi aplicada para a decomposicéao
da matéria organica dissolvida em amostras de aguas ambientais para a
subsequente determinacdo de Pd por espectrometria de absorcdo atébmica com
aquecimento eletrotérmico (ET AAS). As amostras apresentavam um teor de matéria
organica inicial de 11,49 mg I'. Nas etapas de preparo das amostras foram
utilizados HCI, HNOs;, HF e HCIOs e as decomposi¢cdes das amostras foram
realizadas aplicando um programa com controle de temperatura e pressdo com as
seguintes etapas, uma rampa de 15 min até a poténcia desejada (500 W, 750 W ou
1000 W) permanecendo nesta por mais 15 min, sendo utilizada uma aliquota de 10
ml de amostra. O aumento da poténcia irradiada levou a uma redugéo significativa
no teor de matéria organica, de 5,55 mg "' para a poténcia de 500 W; 1,25 mg I
para a poténcia de 750 W e de 0,44 mg I para a poténcia de 1000 W. Este
resultado ocorreu porque a intensidade da radiacdo emitida pela lampada UV
durante a decomposi¢cdo da amostra depende da energia micro-ondas absorvida.
Além disso, deve ser destacado, que o0 aumento da energia micro-ondas leva a um
aumento na temperatura de reacdo dentro do frasco de reacdo, que intensifica a
decomposicao da matéria organica dissolvida (LIMBECK, 2006).

Posteriormente, Limbeck (2006) utilizou o mesmo procedimento empregando
pequenas quantidades de H>O, 0,1% (v/v), que forma espécies reativas que tem a
capacidade de acelerar a degradagcao da matéria organica. Nas poténcias de 500 W,
750 W e 1000 W a degradacao da matéria organica foi de 0,54 mg 1", 0,22 mg ' e
0,14 mg I'', respectivamente. Com isso, o autor observou que empregando o H-O; e
uma poténcia de 500 W a reducédo do teor de matéria organica foi reduzida para um
valor semelhante ao resultado obtido somente com o uso da radiacdo UV a 1000 W
de poténcia. Assim, o emprego da radiacdo micro-ondas e da radiagao UV junto com
pequenas quantidades de agentes oxidantes possibilitou obter boa degradacédo da
matéria organica dissolvida, consequentemente menores valores de branco devido
ao menor volume de reagentes e também diminuiu a necessidade de pré-

concentracao ou de diluicdo apds a decomposicao antes da etapa de determinacéo.
2.5 Determinacao de metais em macroalgas

Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas na determinacao de metais em

macroalgas empregadas como bioindicadores ambientais e comestiveis. Dentre
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estas técnicas podemos ressaltar a espectrometria de absorcao atémica (AAS) com
diferentes formas de atomizacdo como chama (F AAS), forno de grafite (GF AAS) e
geracao de hidretos (HG AAS), a espectrometria de emissdo éptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), a andlise por ativacao neutrénica (NAA), entre
outras.

A ICP-MS tem sido cada vez mais empregada na determinagao de diversos
elementos quimicos por ser uma técnica com elevada sensibilidade e baixo limite de
deteccdo, permitir a andlise de varios isdétopos dos elementos e determinacdes em
nivel de traco na amostra (BROWN; MILTON, 2005). E uma técnica analitica que
permite separar as espécies idnicas em funcdo da razao massa/carga de um ion
atdmico. Para que ocorra isso, sao utilizadas as altas temperaturas do plasma, que é
um gas parcialmente ionizado, que atinge temperaturas tao altas quanto 10.000 K,
possuindo assim energia suficiente para atomizar, ionizar e excitar a maioria dos
elementos, gerando assim ions carregados positivamente (M') que sao
posteriormente separados por um espectrometro de massa. Apos o ion especifico é
conduzido até um detector (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009a).

A técnica de ICP-MS foi selecionada para determinar os analitos As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Li, Mn, Ni, Pb, V e Zn em 10 espécies de macroalgas para avaliar a atual
situacao de poluicdo da regidao da Baia de Todos os Santos, no estado da Bahia no
Brasil. Maiores concentracdes de metais foram encontradas em macroalgas marrom,
os metais Cd, Co, Mn, Ni e Zn foram encontrados na espécie Padina spp., enquanto
os metais As e Pb foram encontrados principalmente na espécie Sargassum spp. Os
limites de quantificacdo do método (LOQs) obtidos para As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni,
Pb, V e Zn foram 0,026, 0,019, 0,018, 0,029, 0,034, 0,031, 0,046, 0,012, 0,049 e
0,034 ug g" (peso seco), respectivamente. Os RSDs foram inferiores a 10% para
todos os elementos determinados (BRITO et al., 2012).

A ICP OES é uma técnica rapida e seletiva, que permite a determinacéao de
varios elementos na mesma amostra por ser uma técnica multielementar. Tem o seu
principio fundamentado no uso das altas temperaturas do plasma, onde a amostra
em solucdo é nebulizada no interior de um plasma de argdnio, que é ionizado
através de um campo magnético gerado por uma bobina de radiofrequéncia, os

atomos e ions excitados emitem radiacdo em comprimentos de onda especificos
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para cada elemento presente na amostra no sistema éptico (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009b).

A técnica de ICP OES foi aplicada por Pérez et al. (2007) para a
determinacao de As, B, Ca, Cr, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Se, V e Zn nas
macroalgas Porphyra columbina e Ulva sp. Foi utilizado para avaliar a exatidao das
medidas o CRM BCR 279 (Ulva lactuca), onde foi verificado concordancias entre 93
e 112% entre os valores determinados e os valores certificados, com baixos desvios
padrdes.

Na Tab. 3 estao listados e detalhados alguns trabalhos publicados nos ultimos
anos que envolvem estas técnicas analiticas para a determinacao de metais em

macroalgas e outros materiais bioldgicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os procedimentos
empregados para o preparo e analise das amostras.

Os métodos de preparo de amostra avaliados para a decomposicdo das
macroalgas para a subsequente determinacdo de metais foram a decomposi¢cdo por
via umida assistida por radiagdo micro-ondas (MWAD), decomposicao por radiagdo
micro-ondas sob pressao de oxigénio (MW-O»-AD) e a decomposicao por via umida
assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta (MW-UV-AD). Posteriormente, a
determinacdo dos metais foi realizada por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissdo optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Em todos os procedimentos, as amostras foram
preparadas pelo menos em triplicata. No procedimento de decomposicdo por
radiagdo micro-ondas sob pressdo de oxigénio, foram avaliadas diferentes
concentragbes de acido nitrico e pressées de oxigénio para decomposicdo de 500
mg de amostra, com o intuito de selecionar a melhor condicdo para decompor as
amostras. No procedimento de decomposicdo por via umida assistida por radiacao
micro-ondas e ultravioleta, foram avaliadas diferentes concentracdes de acido nitrico
juntamente com a lampada de emiss&o de radiacao ultravioleta a fim de selecionar a
melhor concentracdo de acido nitrico para a decomposicdo das macroalgas sob a
radiacdo micro-ondas e ultravioleta e também diferentes concentragbes de acido
nitrico com diferentes volumes de peroxido de hidrogénio juntamente com a ldmpada
de emissdo de radiagdo ultravioleta. O procedimento de decomposi¢cdo por via
umida assistida por radiagdo micro-ondas foi utilizado como parametro de
comparacdo com o0s dois procedimentos anteriormente propostos.

Nos trés procedimentos foram realizados ensaios de recuperacdo e
decomposicédo de materiais de referéncia certificados a fim de avaliar a exatiddo dos
meétodos propostos para a decomposicdo de macroalgas e dos melhores parametros
otimizados.

Cabe ressaltar que alguns destes procedimentos foram realizados no
Laboratodrio de Analises Quimicas, Industriais e Ambientais da Universidade Federal
de Santa Maria, com o apoio do grupo coordenado pelo Prof. Dr. Erico M. M. Flores.
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3.1 Instrumentacao

Para a decomposicdo das amostras através dos procedimentos de
decomposicdo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas (MWAD),
decomposicado por via umida assistida por radiagdo micro-ondas sob pressao de
oxigénio (MW-0O»>-AD) e para decomposi¢cdo por via Uumida assistida por radiacdo
micro-ondas e ultravioleta (MW-UV-AD) foi utilizado um forno micro-ondas comercial
Multiwave 3000° (Microwave Sample Preparation System, Anton Paar, Austria,
http://www.anton-paar.com). Este sistema é equipado com oito frascos de quartzo,
com volume interno maximo de 80 ml, sendo as condigdes maximas de operacao de
1400 W de poténcia, 280 °C de temperatura e 80 bar de pressao (Fig. 2). O sistema
utilizado possui sensores de temperatura e pressao, permitindo a medicdo destes

parametros em tempo real.

Figura 2 - (a) Forno de micro-ondas comercial Multiwave 3000® e (b) rotor equipado

com 8 frascos de quartzo utilizados para a decomposi¢dao de amostras.

No procedimento de decomposicdo por MW-UV-AD, cabe destacar que,
foram utilizadas lampadas de cadmio de baixa pressao preenchidas com argénio,
sendo o comprimento de onda emitido pela ldmpada de 228 nm, que foram
colocadas dentro do frasco de decomposi¢cdo de quartzo do micro-ondas contendo
previamente o disco de PTFE posicionado no frasco e a amostra a ser decomposta.
O sistema é composto por uma lampada de emissao de radiacao ultravioleta e por
dois discos de politetrafluoretileno (PTFE), sendo um posicionado na parte inferior e
o outro na parte superior da lampada a fim de evitar o contato direto da mesma com
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o frasco de quartzo de decomposicdo. A lampada de emissdo UV e os discos de
PTFE, assim como o posicionamento dentro do frasco de decomposicao, podem ser
observados na Fig. 3.

'
.
’ '
n -
' .
.

Figura 3 - (a) LAmpada de Cd de baixa pressao e os dispositivos de PTFE utilizados

para posicionar a lampada de emissao UV no frasco de decomposicao
por MW-UV-AD e (b) frasco de quartzo do forno micro-ondas com a
lampada de Cd para a emissao de radiagao ultravioleta.

Os analitos As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V e Zn foram determinados por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (modelo
Elan® DRC |, PerkinElmer SCIEX, http://www.perkinelmer.com, EUA). O
espectrémetro foi equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard Associates,
EUA), uma cémara de nebulizacdo do tipo ciclénica (Glass Expansion, Inc.,
Australia), com uma tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc., Australia) e com tubo
injetor de quartzo (2 mm d.i.). Estes analitos também foram determinados por ICP
OES com configuragao axial (PerkinElmer, modelo Optima 4300 DV, Shelton, CT,
USA, http://www.perkinelmer.com) equipado com tocha e tubo injetor de quartzo,
com camara de nebulizacao ciclénica e um nebulizador concéntrico.

A otimizacao dos parametros instrumentais que foram utilizados para as
determinacdes foram realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante
(PerkinElImer SCIEX, 2003). Na Tab. 4 sdo mostrados os parametros operacionais
utilizados para a determinacao dos analitos por ICP-MS e ICP OES.
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Para ambos os equipamentos utilizados na determinacdo dos metais, o
plasma foi gerado a partir de argbnio de alta pureza (99,998%, White Martins-
Praxair, Sdo Paulo, SP, Brasil, http://whitemartins.com.br). Também foi utilizado
argoénio para a remocgao de CO, previamente as determinagdes de carbono residual

nas amostras digeridas por via umida.
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Tabela 4 - CondicGes operacionais para a determinacao de As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Na, Ni, Pb, V e Zn por ICP-MS e ICP OES.

Parametros ICP-MS ICP OES
Poténcia do gerador de RF (W) 1300 1400
Vaz&o de argdnio principal (I min™) 15 15
Vazao de argdnio auxiliar (I min™) 1,2 0,2
Vazao de argdnio do nebulizador (I min™) 1,08 0,7
Cone de amostragem e “Skimmer” Pt -
Varreduras/leituras (Sweeps/reading) 3 -
Leituras/replicatas 3 3
Lente i6nica “Auto lens -
on”
Isétopos monitorados (m/z) As -
114Cd
SZCr
65CU
55|\/|n
97Mo
60Ni
208Pb
51V
6GZn
Linha espectral (nm) As 193,696
Cd 228,802
Cr 267,716
Cu 324,752
Mn 257,610
Mo 202,031
Na 589,592
Ni 231,604
Pb 220,353
V 290,880

Zn 206,200




58

A avaliacdo dos métodos de decomposicdo foi realizada através da
determinacao de carbono residual e do teor de acidez nas solugdes resultantes apds
as decomposicoes. O teor de carbono residual foi determinado por ICP OES
utilizando um equipamento de vista axial (PerkinElmer, modelo Optima 4300 DV,
Shelton, CT, USA, http://www.perkinelmer.com) equipado com tocha e tubo injetor
de quartzo, com camara de nebulizacdo ciclénica e um nebulizador concéntrico. A
linha de emisséo selecionada para a determinacéao de carbono, foi de 193,030 nm a
qual foi monitorada para verificar possiveis interferéncias uma vez que o potencial de
ionizag&o do argbnio e do carbono sao muito préximos. Na Tab. 5, sdo mostradas as
condicbes operacionais para a determinacdo de carbono residual apdés a

decomposicao das amostras de algas, por ICP OES.

Tabela 5 - Condic6es operacionais para a determinagéao de carbono residual por ICP
OES nas amostras decompostas.

Parametro Condicéo utilizada
Poténcia do gerador de radiofrequéncia 1400 W
Vaz&o de argénio principal 15 I min™
Vazao de argénio auxiliar 0,2 min
Vazao de argbnio do nebulizador 0,7 I min™

A acidez residual dos digeridos foi determinada por titulagdo em meio aquoso
utilizando um titulador automatico Metrohm (modelo 836 Titrando, Metrohm, Suica
http://www.metrohm.com) equipado com modulo de agitagdo magnética Metrohm
(modelo 803 Ti Stand, Metrohm), eletrodo de pH combinado (Eletrodo LL, modelo
6.0262.100, Metrohm) e bureta de 20 ml (Dosino 800).

As amostras foram liofilizadas em liofilizador (LIOTOP® modelo L101 marca
Liobras, Brasil, http://www.liotop.com.br). Posteriormente, foram cominuidas em
moinho  criogénico (modelo 6750, Spex CertiPrep, Metuchen, EUA
http://www.spexcsp.com). Antes da etapa de preparo, as amostras foram novamente
submetidas ao precesso de secagem em estufa convencional com circulacdo de ar
DelLeo (modelo 400/2ND, Brasil, http://www.deleo.com.br) para a remocao de agua

adquirida durante o armazenamento.
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Todos os procedimentos de pesagem foram efetuados em balanca analitica
Shimadzu (modelo AY220, Brasil, http://www.shimadzu.com.br), com resolugéo de
0,0001 g e carga maxima de 220 g.

Centrifuga (Nova Técnica, modelo NT 810, Brasil, www.novatecnica.com.br)
com capacidade para 16 frascos de 15 ml ou 4 frascos de 50 ml foi utilizada para a
centrifugacdo das solugbes das amostras apds decomposicdo com material

particulado.
3.2 Reagentes

A agua utilizada nos procedimentos desenvolvidos neste trabalho foi
previamente destilada e deionizada, em uma coluna de troca idnica convencional
(condutividade maxima de 0,6 uS cm™) e, posteriormente, purificada em um sistema
de Milli-Q® (Milli-Q® Ultrapure Water Purification Systems, Gradient System,
Millipore, EUA, http://www.millipore.com), com resistividade final de 18,2 MQ cm.

O 4cido nitrico concentrado p.a. (65%, 1,4 kg I', Merck, Alemanha,
http://www.merck.de) utilizado para a decomposicao das amostras por via Umida, e
na preparagao das solugbes de calibragéo, foi bidestilado abaixo do seu ponto de
ebulicdo, em sistema de destilacdo de quartzo (modelo duoPUR, Subboiling
Distillation System, Milestone, Italia, http://www.milestonesci.com).

Peréxido de hidrogénio p.a. (30%, 1,11 kg I', Merck) foi utilizada na
decomposicao das amostras por MW-UV-AD.

Para a descontaminacdo dos materiais utilizados na realizacdo do trabalho,
foi empregado acido nitrico p.a.

Oxigénio (White Martins, Brasil, http://www.whitemartins.com.br), com pureza
de 99,9991% foi utilizado para a pressurizacdo dos frascos de decomposicao por
MW-O,-AD.

As solucoes de calibragdo para as determinacées dos metais por ICP-MS e
ICP OES foram preparadas a partir de uma solucédo de referéncia multielementar
SCP33MS 10 mg I (PlasmaCAL ICP AES & ICP-MS Standard, SCP Science,
Quebec, Canada, http://www.scpscience.com) diluida em HNO3 5% (v/v).

Para a preparacao das solucdes de calibragdo para as determinacbes do teor
de carbono residual (RCC) nas amostras digeridas foi utilizado acido citrico p.a.
(Vetec, Brasil, http://www.vetecquimica.com.br) e cloreto de sédio p.a. (Merck)
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ambos diluidos em agua. Para estas determinagdes foi utilizada uma solucao de itrio
Assurance® (Spex CertiPrep, 1001,5 + 3 mg I" em HNO; 0,28 mol I, EUA,
http://www.spexcsp.com) como padrao interno.

Para a determinacdo de acidez residual por titulacdo em meio aquoso foi
utilizada uma solucdo de KOH 0,1 mol I, esta solucdo foi preparada a partir da
dissolucado do reagente (Merck) em agua e foi padronizada com biftalato de potassio
(Merck).

3.3 Materiais diversos

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratério foram
descontaminados por imersao em HNO; 10% (v/v) por, pelo menos, 24 h e,
posteriormente lavados com agua purificada.

As solucdes obtidas apds os procedimentos de decomposicao das amostras
foram acondicionadas em frascos de polipropileno (Sarstedt, Alemanha) com fundo
cbnico, graduados, capacidade maxima de 15 ml e/ou 50 ml.

Os frascos de quartzo do forno de micro-ondas foram descontaminados com
acido nitrico concentrado sob aquecimento em forno micro-ondas usando o
programa de aquecimento mostrado na Tab. 6. Ao término do programa, os frascos

e os suportes foram lavados com agua purificada.

Tabela 6 - Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado para a
descontaminacao dos frascos de quartzo.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Exaustéo
1 1000 5 1
2" 0 20 2

* Etapa de resfriamento.

3.4 Amostras

As amostras de algas foram obtidas através de coleta em pontos estratégicos
da Antartica, estabelecidos no Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR), na

localidade de Demay na llha do Rei George em janeiro e fevereiro de 2012. As
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especificacoes de latitude e longitude referentes aos locais de coleta para cada uma
das algas estudadas neste trabalho foram para a Desmarestia anceps
(62°13'19.30"S, 58926°36.59"W), para a Iridaea cordata (62°13'13.93"S,
58°26'17.85"W), para a Palmaria decipiens (62°13°'13.93"S, 58°26'17.85"W), para a
Prasiola crispa (62°13'7.54”"S, 58°26°29.02°"W) e para a Pyropia endiviifolia
(62°13'21.01"S, 58°26°36.59"W), conforme sdo mostrados na Fig. 4. Os pontos de
coleta foram escolhidos considerando a possibilidade de avaliacdo da
bioacumulagdo de metais por essas espécies, servindo como bioindicador da regiao
para averiguacao de possiveis contaminacgoes.

58°27'0"W °26" 79°0'0"W 69°0'0"W 59°0'0"W

62°12'0"S
62°12'0"S

62°13'0"S
62°13'0"S

@ Desmarestia anceps
o Palmaria decipiens/Iridaea cordatal
@ Prasiola crispa

e Pyropia endiviifolia
Area coberta por gelo
Rochas

62°14'0"S
62°14'0"S

650 1.300 2.600
m

58°28'0"W 58°27'0"W 58°25'0"W

61°45'0"S
61°45'0"S

900 1.800 3.600
km,

150°0'0"W 180°0'0" 150°0'0"E
INFORMAGOES TECNICAS
jegao: Cénica C de Lambert / ide: 1984

62°15'0"S
62°15'0"S

Fonte: SIMOES JC, ARIGONY NETO J & BREMER UF. O Uso de mapas antarticos
em i 0 quit ica Brasileil A i ileira de Ciéncias,

Layout elaborado por: Jonathan Duarte Marth — Mestre em Geografia pela UFRGS

58°45'0"W 58°15'0"W 57°45'0"W

Figura 4 - Identificagdo do local de coleta: Demay, llha Rei George, Antartica.

Neste trabalho, os procedimentos de decomposicdo de amostras MWAD,
MW-0O,-AD e MW-UV-AD foram aplicados para as amostras de macroalgas
Desmarestia anceps (Montagne), Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent,
Palmaria decipiens (Reinsch) R. W. Ricker, Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing e
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Pyropia endiviifolia (A. Gepp & E. Gepp) H. G. Choi & M. S. Hwang que apés coleta,
foram levadas para a Estacdo Antartica Comandante Ferraz, onde foram lavadas
varias vezes com agua destilada para remover sais e pequenos invertebrados, em
seguida foram armazenadas dentro de sacos de polietileno na sua forma in natura
até secagem (Fig. 5). A identificacdo das algas foram feitas pela Prof2 Dr2 Mutue
Toyota Fujii - Pesquisadora Cientifica do Instituto de Botéanica, Centro de Pesquisas

em Plantas Avasculares e Fungos, Nucleo de Pesquisa em Ficologia de Sao Paulo.
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Figura 5 - Amostras de algas in natura (a) Desmarestia anceps, (b) Iridaea cordata,

(c) Palmaria decipiens, (d) Prasiola crispa e (e) Pyropia endiviifolia,
coletadas na Antartica.

No laboratério da Estacdo Antartica Comandante Ferraz as amostras foram
congeladas em ultrafreezer (- 80 °C) para que posteriormente, pudessem ser
liofilizadas por no minimo 12 h (Fig. 6), e entdo, armazenadas novamente em sacos
de polietileno. A escolha do processo de liofilizacdo se deu pelo fato de ndo se

conhecer o teor de agua nas amostras e, principalmente para evitar possiveis perdas
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de elementos por volatilizacdo devido ao emprego de calor pelos métodos
tradicionais de secagem, sendo que a operagdao de secagem das amostras por
liofilizacao, consiste em congelar a amostra entre - 80 e - 60 °C e depois secar sob
vacuo em temperaturas entre - 20 e + 40 °C (SANTOS JUNIOR; KRUG, 2010).

Figura 6 - Aspecto das algas apdés o processo de liofilizacao (a) Desmarestia
anceps, (b) Iridaea cordata, (c) Palmaria decipiens, (d) Prasiola crispa e

(e) Pyropia endiviifolia.

Apos o recebimento das amostras no Brasil pelo laboratério de Controle de
Contaminantes em Biomateriais da Universidade Federal de Pelotas as amostras

foram cominuidas em um moinho criogénico. O programa utilizado na moagem
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consistiu de um etapa de pré-congelamento da amostra por 2 min, seguido de uma
etapa de moagem de 2 min a uma velocidade de 15 ips (impactos por segundo).
Apo6s a cominuicdo, as amostras foram armazenadas em frascos de polipropileno
(PP) de 50 ml.

Materiais de referéncia certificados (CRMs) foram utilizados para avaliar a
exatiddo dos procedimentos utilizados no preparo das amostras, os quais foram
submetidos as mesmas condi¢cdes de decomposicdo descritas para as amostras de
algas. Os CRMs foram adquiridos da Community Bureau of Reference (BCR -
Bélgica) BCR 060 (Aquatic plant - Lagarosiphon major) e do National Institute of
Standards and Tecnology (NIST - USA) NIST 1515 (Apple leaves).

Para a caracterizagdo das amostras foi determinado o teor de cinzas por
calcinacdo em mufla (modelo Quimis Q-318D24, série 082, 4200 W, Brasil,
www.quimis.com.br) a 550 °C, método 938.08, conforme descrito na Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) (HORWITZ; LATIMER, 2011). O teor de
umidade foi determinado por secagem em estufa convencional com circulacao de ar
DelLeo (modelo 400/2ND, Brasil, http://www.deleo.com.br) a 105 °C até peso
constante, método 934.01, conforme descrito na Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) (HORWITZ; LATIMER, 2011). Também foi determinado por
analise elementar o teor de CHN sendo o equipamento utilizado um analisador
elementar Leco TruSpec® CHN (Brasil, http://www.lecobrasil.com.br) que detecta
carbono e hidrogénio sob a forma de CO, e H>O, respectivamente, através de
células de infra-vermelho e nitrogénio sob a forma de N, por células de

condutividade térmica.
3.5 Calibracao do forno de micro-ondas

A calibragdo do forno de micro-ondas foi realizada conforme recomendagéo
do fabricante (Anton Paar GmbH, Multiwave 3000®), para assegurar a proximidade
entre a poténcia real irradiada e a poténcia selecionada no equipamento. Assim, um
béquer contendo 1000 ml de &gua, a qual teve sua temperatura previamente
determinada, foi posicionado no interior da cavidade do forno. Através da selecéo da
funcéao “power calibration” no painel de controle do equipamento, um programa de
aquecimento foi simulado a uma poténcia de 1000 W durante 60 s. Ao término do
programa, a temperatura da dgua foi medida novamente e os dados obtidos foram
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processados diretamente no software do equipamento para efetuar a calibracéo.
Neste caso, 0 software estima a poténcia real irradiada e faz, automaticamente, as

corregoes.
3.6 Métodos de preparo de amostras

Neste trabalho, trés métodos de preparo de amostras foram avaliados para as
macroalgas e posterior determinacdao de metais por ICP-MS para todos os métodos
e ICP OES apenas para o método MWAD. Os métodos avaliados foram MWAD,
MW-0O,-AD e MW-UV-AD. Os procedimentos utilizados para cada método de
decomposicdo, bem como as amostras utilizadas estdo descritos a seguir. Cabe
ressaltar que a otimizacdo dos procedimentos de preparo de amostra foram
realizados com apenas uma amostra a Desmarestia anceps e, apo6s foram
escolhidos os melhores parametros, os quais foram aplicados para as demais
amostras.

Ao final de todos os procedimentos de decomposicao, as solucdes resultantes
foram transferidas para frascos de polipropileno e aferidas a 30 ml com &gua
purificada. A determinacao da concentragdo dos analitos foi feita por ICP-MS e ICP
OES.

3.6.1 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacao micro-ondas (MWAD)

O método de decomposicdo por MWAD foi aplicado para todas as amostras
de algas apresentadas no item 3.4. A decomposicédo foi realizada em frascos de
quartzo utilizando um forno de micro-ondas (Multiwave 3000%) com sistema fechado.
Para este procedimento, foram pesados 500 mg de amostra, previamente moida, em
seguida, esta foi transferida para o frasco de quartzo, onde também foram
adicionados 6 ml de HNO3 concentrado. Posteriormente, os frascos foram fechados
e levados a cavidade do forno de micro-ondas. O programa de aquecimento por
radiagdo micro-ondas foi realizado conforme recomendagéo do fabricante (Tab. 7).
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Tabela 7 - Programa de aquecimento utilizado para a decomposicao das amostras
de alga por MWAD (HNO3), (n=3).

Etapa Poténcia (W)  Rampa (min)  Tempo (min) Exaustao
1 1000 10 15 1
2" 0 - 20 2

Taxa de aumento de pressdo: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressao
maxima: 80 bar; *etapa de resfriamento.

A descontaminacdo dos frascos de quartzo apds a decomposicao das
amostras utilizando o forno de micro-ondas (Multiwave 3000®), foi realizada
utilizando 6 ml de HNO3 concentrado e aquecimento em forno de micro-ondas de
acordo com a Tab 6. Posteriormente, os frascos foram lavados com agua e secos
com ar comprimido.

Os CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e NIST 1515 (Apple leaves) contendo
valores de metais certificados, foram decompostos por MWAD nas mesmas
condicbes que as amostras foram submetidas, para avaliar a exatiddo do

procedimento proposto.

3.6.2 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacao micro-ondas sob pressao de oxigénio (MW-O,-AD)

O método de decomposicao por MW-O,-AD foi otimizado utilizando apenas a
alga Desmarestia anceps, as melhores condi¢cdes de concentragdo de HNO; e de
pressao de O, foram entao aplicadas a todas as amostras de algas apresentadas no
item 3.4. A decomposicao foi realizada em frascos de quartzo utilizando um forno de
micro-ondas (Multiwave 3000®) com sistema fechado. Para este procedimento,
foram pesados 500 mg de amostra, previamente moida, a qual foi transferida para o
frasco de quartzo, onde também foram adicionados 6 ml de HNOgs, -cujas
concentragdes avaliadas foram 0,5, 1, 2, 3 e 7 mol I'" de HNOs. Posteriormente, os
frascos foram fechados e pressurizados com oxigénio, com auxilio de uma ponteira
de PTFE, durante 1 min, que foi posicionada no orificio para entrada e saida de
gases, em seguida a valvula de escape de pressao foi fechada. As pressdes
avaliadas foram 1, 5 e 10 bar de O.. Por fim, o rotor junto com a capa de protecao foi
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colocado dentro da cavidade do forno de micro-ondas. O programa de aquecimento
utilizado esta mostrado na Tab. 8.

Tabela 8 - Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo das amostras
de alga por MW-O,-AD, (n=3).

Etapa Poténcia (W) Rampa (min)  Tempo (min) Exaustao
1 1000 5 10 1
2" 0 - 20 2

Taxa de aumento de pressdo: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressao
maxima: 80 bar; *etapa de resfriamento.

Apbés a decomposicdo das amostras utilizando o forno de micro-ondas
(Multiwave 3000®), os frascos de quartzo foram descontaminados utilizando 6 ml de
HNO;3; concentrado e aguecimento em forno de micro-ondas de acordo com a Tab 6.
Posteriormente, os frascos foram lavados com 4gua e secos com ar comprimido.

As melhores condicbes de concentracdo de HNO3; e de presséao de O, foram
utilizadas para a decomposicao dos CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e NIST 1515
(Apple leaves) contendo valores de metais certificados a fim de avaliar a exatidao do

procedimento proposto.

3.6.3 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacao micro-ondas e ultravioleta (MW-UV-AD)

O método de decomposicdo MW-UV-AD foi otimizado utilizando apenas a
alga Desmarestia anceps, as melhores condicées de concentracdo de HNOj; e
incidéncia da radiacdo UV foram entdo aplicadas a todas as amostras de algas
apresentadas no item 3.4. A decomposicdo foi realizada em frascos de quartzo
utilizando um forno de micro-ondas (Multiwave 3000®) com sistema fechado e
lampadas de emissao de radiagao UV.

Neste procedimento, foi inserido um dispositivo de PTFE no interior do frasco
de quartzo para suporte da lampada de UV. Posteriormente foram adicionados em
500 mg de amostra, previamente moida, um volume de HNOj3 o qual foi avaliado nas
concentracdes de 0,5, 1, 2, 3 e 7 mol I e o volume final da solugéo foi completado
com H.O purificada até 10 ml, sendo esse volume necessario para que o bulbo da
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lampada fique imerso na solucdo, apo6s foi feita a insercdo da lampada de UV
contendo um dispositivo de PTFE na parte superior. Em seguida, os frascos foram
fechados, fixados no rotor e submetidos ao programa de aquecimento mostrado na
Tab. 9.

Tabela 9 - Programa de aquecimento utilizado para a decomposicao das amostras
de alga por MW-UV-AD, (n=3).

Etapa Poténcia (W)  Rampa (min)  Tempo (min) Exaustao
1 900 10 20 2
2" 0 - 20 2

Taxa de aumento de pressdo: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressao
maxima: 80 bar; *etapa de resfriamento.

Conforme recomendagéo do fabricante (Anton Paar GmbH, Multiwave 3000°),
o nivel de exaustao foi ajustado para 2 durante o programa de aquecimento, assim o
resfriamento mais intenso do sistema faz com que a intensidade da radiacdo micro-
ondas seja aumentada a fim de manter a temperatura selecionada no programa de
aquecimento, desta forma ocasionando um aumento na emissao da radiagao UV.

Também foi avaliada a eficiéncia de decomposi¢ao para as concentracoes de
HNO;s; 0,5 e 1 mol I'' concomitante ao uso de H,O, 30%. A otimizacdo foi feita
utilizando apenas a alga Desmarestia anceps, fixando a concentracdo de HNO; e
variando o volume de H.O, em 1 e 4 ml para uma massa de amostra de 500 mg
juntamente com a lampada de UV. O programa de aquecimento utilizado foi o
mesmo mostrado na Tab. 9. Cabe ressaltar que esse método de preparo foi aplicado
apenas para a alga Desmarestia anceps.

Apbés a decomposicdo das amostras utilizando o forno de micro-ondas
(Multiwave 3000®), os frascos de quartzo e os dispositivos de PTFE das lampadas
de UV foram descontaminados utilizando 6 ml de HNO3; concentrado e aquecimento
em forno de micro-ondas de acordo com a Tab 6. As lampadas de UV foram
descontaminadas em um béquer com HNOj3; concentrado em um volume adequado
para que ficassem imersas e aquecidas em uma chapa de aquecimento
convencional, a 120 °C por 20 min, pois assim a vida util da lampada aumenta, pois
caso fosse descontaminada no forno de MW a mesma ficaria emitindo radiacao UV e

com isso a durabilidade das lampadas diminuiria. Posteriormente, os frascos, os
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dispositivos de PTFE e as lampadas foram lavados com agua e secos com ar
comprimido.

As melhores condigdes observadas na otimizagcdo empregando a lampada de
UV foram utilizadas para a decomposicdao dos CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e
NIST 1515 (Apple leaves) contendo valores de metais certificados a fim de avaliar a
exatiddao do procedimento proposto.

A seguir na Fig. 7 é apresentado um fluxograma com todos os procedimentos
de preparo das amostras de algas utilizados neste trabalho para posterior
determinacao de As, Cd, Cu, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, V e Zn.

b ica Decomposigio Decomposigio
eco_mt[_:):sw ° assistida por assistida por
as.5|s ! ac:)or micro-ondas sob micro-ondas e
micro-ongas pressio de O, ultravioleta
|
500 mg de 500 myg de 500 mg
amostra moida amostra maida de amostra moida
] ] | |
6 ml HNO, Pressio 6 ml HNO; HNO; 0115 e
05,1, de 0.1 5e 0,51, 1 mal I+
6 ml 2,3e 102ba,\r 2, 3e 1ed4ml
HNO, 7 mol I 7 mol I H,0,
14,4 mol I | |

Lampada de
emissio de

Micro-ondas Micro-ondas

¢ radiagdo UV
10 min rampa S min rampa
15 min 1000 W 10 min 1000 W

Micro-ondas

10 min rampa

20 min S00 W
20 min resfriamento

20 min
resfriamento

20 min
resfriamento

Determinagao de Metais

As, Cd, Cr, Cu,
Mn, Mo, Ni,
Ph, V e Zn

ICP-MS
ICP OES

Figura 7 - Representacao esquematica dos procedimentos de preparo das amostras
de algas para posterior determinacdo dos metais estudados neste
trabalho.
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3.7 Determinacao do teor de carbono residual

A eficacia dos métodos de decomposicdo das amostras foi avaliada através
da determinacdo do teor de carbono residual nas amostras digeridas. Esta
determinacao foi adaptada do procedimento descrito por Gouveia et al. (2001). As
determinacdes foram feitas por ICP OES, monitorando a linha de emissao do
carbono de 193,030 nm e as condi¢cdes operacionais sdo mostradas na Tab. 5. Foi
utilizado itrio como padréao interno, o qual foi adicionado as amostras, brancos e
solucdes de referéncia a uma concentracéo final igual a 1 mg I" e monitorado a
371,029 nm.

Para a determinacédo do carbono residual, foi necesséaria a remog¢éo do CO,
dissolvido nas solugbes das amostras e de calibragdo. Deste modo, todas as
amostras, brancos e solugdes de calibracdo contendo o padrdo interno, foram
borbulhadas com um fluxo de gas inerte (Ar) durante 2 min para a remoc¢ao do CO,

dissolvido nas mesmas.

3.8 Determinacao da acidez residual

A avaliagao dos métodos de decomposicao estudados foi realizada através da
determinacao da acidez residual nas solugdes obtidas que foi efetuada por titulacdo
em meio aquoso com solucdo de concentragdo conhecida de KOH 0,1 mol I”
preparada a partir da dissolucao do reagente (Merck) em agua e padronizada com
biftalato de potassio (Merck). Para a titulacao foi utilizado um volume de amostra que
variou de 200 a 1000 ul de acordo com a concentragdo de HNOj3 utilizada na etapa
de preparo das amostras, esse volume foi colocado em frasco de polipropileno
contendo em torno de 20 ml de agua. Apés a homogeneizacdo da amostra por
agitacao magnética, a titulacéo foi iniciada e o ponto de equivaléncia foi determinado
automaticamente pela variagédo da diferenca de potencial.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas
analises descritas no capitulo 3 (Materiais e Métodos). A discussédo dos resultados
encontra-se subdividida em quatro partes principais. Na primeira parte, serdo
discutidos os resultados obtidos para a caracterizacdo das amostras de algas
estudadas. Na segunda parte, sera discutida a aplicabilidade dos procedimentos de
preparo de amostras avaliados, desde a etapa de otimizagcdo até a aplicacao para as
diferentes espécies de macroalgas. Na terceira parte serdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos para a determinacdo dos metais nas macroalgas por
ICP-MS e ICP OES apos os diferentes procedimentos de preparo de amostras
avaliados neste trabalho. Na quarta e ultima parte, sera feita uma comparacao das
principais caracteristicas dos procedimentos de preparo de amostras utilizados, bem
como das diferencas nas concentracdes dos elementos nas diferentes espécies de
macroalgas investigadas.
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4.1 Calibracao do forno de micro-ondas

A poténcia efetivamente irradiada no interior da cavidade do forno de micro-
ondas foi determinada segundo as recomendacgdes do fabricante do equipamento
conforme descrito no item 3.5 (Materiais e Métodos). A poténcia foi calculada com
base no aquecimento de uma massa de agua conhecida, colocada na cavidade do
forno de micro-ondas. Desta forma, a poténcia real calculada foi de 1047 W, a qual
corresponde a 104,7% da poténcia nominal selecionada para este procedimento de
calibracao (1000 W). Assim, as correcdes necessarias sao feitas pelo préprio
equipamento, de modo que a poténcia real irradiada seja o mais proxima da
poténcia selecionada.

4.2 Caracterizacao das amostras de macroalgas

A andlise de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) foi realizada nas
amostras previamente liofilizadas, com a finalidade de caracterizar e identificar os
constituintes principais das macroalgas utilizadas. Os teores de carbono encontrados
nas amostras através da analise elementar foram utilizados, posteriormente, na
correlacdo entre a massa de amostra e a massa de carbono na etapa de
determinacao do teor de carbono residual. Os resultados da analise elementar para
as cinco amostras de algas sdo mostrados na Tab. 10.

Tabela 10 - Constituicdo elementar das amostras de macroalgas, (CHN, %).

Amostra C H N
Desmarestia anceps 31,0 3,28 2,78
Iridaea cordata 25,5 3,11 2,34
Palmaria decipiens 26,0 2,85 3,27
Prasiola crispa 37,6 3,90 5,33
Pyropia endiviifolia 31,0 3,33 3,45

Uma caracteristica importante referente a composicao elementar (CHN) das
macroalgas € que representam uma faixa de 31 a 47% da constituicdo das

amostras, isto indica que cerca de 53 a 69% da amostra é representada por outros
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constituintes como por exemplo, oxigénio, silicio e fésforo. Quando comparado o teor
de C encontrado na alga Desmarestia anceps (alga marrom), foi semelhante ao
verificado por Jackwerth e Wirfels (1997), onde para a alga marrom foi encontrado
um teor de carbono de 35%.

O teor de umidade foi determinado na alga Desmarestia anceps in natura,
conforme descrito no item 3.4 (Materiais e Métodos), onde o valor encontrado foi de
80 + 2,4%, o0 que vem ao encontro com o relatado no trabalho de Silva et al. (2008),
em que foi encontrado para a alga marinha Ulva lactuca um teor de umidade de 76 +
4,4%. Em outro trabalho de Pires et al. (2008) foi considerado um teor de umidade
de 80% para um grupo de macroalgas para posterior determinacdo do teor de
carotenos.

Além disso, as amostras de macroalgas foram novamente submetidas a
determinacao do teor de umidade, previamente as analises e os valores encontrados
variaram de 8 a 12%. Cabe ressaltar que esses teores de umidade sao referentes a
umidade que as amostras adquiriram durante o periodo em que ficaram
armazenadas, pois estas tinham sido anteriormente liofilizadas conforme descrito no
item 3.4 (Materiais e Métodos). Esse procedimento foi realizado para estimar o teor
de umidade presente nas amostras para que ndo ocorresse interferéncia nos
procedimentos de preparo e posteriormente nos resultados obtidos na etapa de
determinacdo. Assim, apds a determinacao do teor de umidade, optou-se por secar
as amostras previamente as andlises, a fim de evitar possiveis erros.

Para a caracterizacdo da amostra de alga Desmarestia anceps, também foi
realizada a determinagéo do teor de cinzas, conforme descrito no item 3.4 (Materiais
e Métodos) que foi de 12 £ 2%, 0 que esta de acordo com dados da literatura em
que o teor de cinzas para as algas pode variar de 8 a 40% (ORTEGA-CALVO et al.,
1993; RUPEREZ, 2002; TABARSA et al., 2012).

A otimizacédo dos diferentes procedimentos de preparo de amostra aplicados
na decomposicdo das algas foi realizado apenas com a macroalga Desmarestia
anceps devido ao fato desta alga ter sido obtida em maior quantidade durante o
periodo de coleta na Antartica, e também por ser representativa de varios pontos de
coleta. Além disso, segundo o autor Brouwer (1996) essa espécie de alga € uma das
espécies marrom dominantes das populagcdes de macroalgas da Antartica. As
demais algas foram decompostas utilizando as melhores condi¢cées, onde foi
preconizada a exatidao através da andlise de CRMs, bem como os melhores
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brancos, menores teores de RCC e desvio padrdo das medidas que, por
consequéncia, levaram as condicbes que proporcionaram os menores LODs e
LOQs.

4.3 Decomposicao por via imida em sistema fechado assistida por radiacao
micro-ondas (MWAD) e subsequente determinacao de metais por ICP-MS e
ICP OES

A decomposicdo da alga Desmarestia anceps foi realizada por meio da
utilizacdo de acido nitrico concentrado conforme item 3.6.1 (Materiais e Métodos),
uma vez que, este permite a ocorréncia de uma oxidacao eficiente da matéria
organica, transformando, assim, os analitos em formas inorganicas simples e
apropriadas para analise. Dentro deste contexto, cabe destacar que, é desejavel que
a digestao leve a completa decomposicao da matéria organica, no entanto, busca-se
a utilizacdo de acidos em concentragdes cada vez mais baixas a fim de evitar
interferéncias na determinacao dos analitos por técnicas como ICP-MS e ICP OES,
uma vez que concentracdes elevadas de acido podem levar a supressao do sinal do
analito, afetar a nebulizacdo da amostra e dificultar a formacdo do aerossol
(TODOLI; MERMET, 1999; WASILEWSKA et al., 2002).

As solucdes resultantes das decomposicdes foram diluidas 50 vezes para
posterior determinacao dos metais por ICP-MS e 10 vezes para as determinacdes
por ICP OES devido a presenca de Na que é bastante significativa nessa amostra, a
fim de evitar interferéncias relacionadas as etapas de nebulizagdo, transporte e
efeitos energéticos no plasma (FRASER; BEAUCHEMIN, 2000). Além disso, as
amostras foram diluidas, para reduzir as interferéncias poliatbmicas para os analitos
®Ni (*Na*'Cl) e "As(**Na'?’C*°Ar) (PICK; LEITERER; EINAX, 2010).

Os resultados obtidos na determinacao dos analitos por ICP-MS e ICP OES,
apos procedimento de decomposi¢ao por via umida utilizando cerca de 500 mg de
amostra e 6 ml de HNO3 conc. estdo apresentados na Tab. 11. E importante
ressaltar que estes resultados foram calculados para amostra previamente seca
antes do procedimento de preparo da amostra, de modo que estdo expressos em
base seca.
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Tabela 11 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS e ICP
OES, ap6s decomposi¢do por MWAD com HNO;z 14,4 mol I'', (ug g7,

n=3).
ICP-MS ICP OES
Analito — -
Xts RSD (%) Xts RSD (%)
As 28,0 +0,6 2 30,0+0,5 2
Cd 0,58 + 0,02 3 < 0,60 -
Cr 4,30 £ 0,30 7 4,21 £0,22 5
Cu 5,30 £ 0,40 8 5,90 + 0,05 1
Mn 15,0+ 0,4 3 16,0 £0,5 3
Mo 0,41 £0,04 10 < 0,56 -
Ni 27,0+0,8 3 28,0+1,4 5
Pb 0,43 £0,02 5 <1,10 -
V 3,0+0,1 3 44+0,2 5
Zn 26,0 +1,7 7 24,004 2

Como pode ser observado na Tab. 11, ndo houve diferenga significativa, com
nivel de 95% de confianca (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) entre os resultados
obtidos por ICP-MS e ICP OES, apés o procedimento de decomposi¢cao por MWAD,
para os analitos As, Cr, Cu, Mn, Ni e Zn. Contudo, para o analito V houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos por ambas as técnicas de determinacao.
Cabe destacar que os elementos Cd, Mo e Pb nao foram detectados por ICP OES
pois ficaram abaixo do LOD. Além disso, os desvios padrbes relativos (RSDs)
encontrados nas determinacdes por ICP-MS apds decomposi¢cao por MWAD foram
entre 2 e 10%, onde os valores mais elevados foram encontrados para Cr, Cu, Mo e
Zn. Nas determinacdes por ICP OES apds decomposicao por MWAD os RSDs das
medidas foram entre 1 e 5%, sendo o valor de 5% encontrado para os analitos Cr, Ni
e V. Cabe enfatizar que os valores de RSDs obtidos apds determinagcdes por ICP-
MS e ICP OES estao de acordo com os encontrados por Farias et al. (2002) que
apos as decomposicoes por MWAD de algas, utilizando uma mistura de acidos
(HNOg3, HF e HCIO4) e H205, os RSDs das medidas ficaram entre 1,1 € 10%.
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Assim, com o objetivo de avaliar a exatiddo do procedimento de
decomposicao por MWAD para a alga Desmarestia anceps, utilizando HNO3; 14,4
mol I, foi decomposto cerca de 200 mg dos CRMs BCR 060 (Aquatic plant -
Lagarosiphon major) e NIST 1515 (Apple leaves) nas mesmas condicbes em que a
amostra em estudo foi submetida, conforme descrito no item 3.6.1 (Materiais e
Meétodos). Os resultados obtidos por ICP-MS para o CRM BCR 060 (Aquatic plant),
apos decomposicado por MWAD sao mostrados na Tab. 12.

Tabela 12 - Determinacdo de metais em material de referéncia certificado (BCR 060
- Aquatic plant), por ICP-MS e ICP OES, apbés decomposicdo por
MWAD, utilizando HNO3z 14,4 mol I''; (ug g™, n=3).

Valor Valor encontrado

Analito certificado ICP-MS ICP OES
As 8* 5,40+0,8 5,80 +1,1
Cd 2,20£0,10 2,20 + 0,01 2,30 £0,10
Cr 26" 26,0+1,0 27,0+2,0
Cu 51,2+1,9 516+1,8 52,1 1,0
Mn 1760 = 60 1650 + 128 1643 + 122
Mo 2" 0,88 £ 0,02 <1,39
Ni 40* 41,0+2,0 41,0+2,0
Pb 63,8 £ 3,2 62,9+0,8 61,029
v 6* 5,90 £ 0,60 6,30 + 0,60
Zn 313+8 3136 311 + 31

* Valor informado.

Os resultados apresentados na Tab. 12, referentes a determinacdo dos
analitos no CRM BCR 060 (Aquatic plant), apés decomposicao por MWAD, mostram
concordancias entre o valor certificado e o valor determinado pela técnica de
determinacao ICP-MS entre 94 e 101% para os analitos Cd, Cu Mn, Pb e Zn.
Quando feita a comparacgao entre o valor informado e o valor determinado por ICP-
MS no CRM BCR 060 verificou-se boa concordancia para os analitos Cr, Ni e V que
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variou de 98 a 103%. Baixa concordancia foi verificada para os analitos As (68%) e
Mo (44%). Para a determinacdo dos analitos por ICP OES verificou-se boa
concordancia entre o valor certificado e o valor determinado entre 93 e 105% para
os analitos Cd, Cu, Mn, Pb e Zn. Apds, comparando o valor informado com o valor
determinado observou-se concordancia entre 100 e 105% para os analitos Cr, Ni e
V, todavia, para o As foi novamente verificado uma baixa concordancia (72%).

Utilizando o teste estatistico Tukey foi possivel observar que nao houve
diferenga significativa, com nivel de 95% de confianca entre o valor certificado e o
valor determinado € nem entre o valor informado e o valor determinado para todos
os analitos (P>0,05) por ambas as técnicas de determinacao, exceto para o Mo, que
quando determinado por ICP-MS, apresentou diferenca signicativa entre o valor
informado e o valor determinado.

Os valores obtidos para os RSDs das medidas no CRM BCR 060 (Aquatic
plant) quando determinado por ambas as técnicas foram na faixa de 2 a 10% para
todos os analitos, com exceg¢ao do As que foi de 15% quando determinado por ICP-
MS e de 19% quando determinado por ICP OES, cabe ressaltar que para o As o
valor é apenas informado, inclusive nao € apresentado um grau de incerteza do
resultado.

Tendo em vista que para alguns elementos, os resultados obtidos para o
CRM BCR 060 (Aquatic plant) ndo foram concordantes com os valores certificados e
nao foi possivel constatar se ocorreu algum problema na etapa de decomposicao, o
CRM NIST 1515 (Apple leaves) foi decomposto nas mesmas condigbes e 0s
resultados obtidos para as determinacdes dos metais por ICP-MS e ICP OES estéao

apresentados na Tab. 13.
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Tabela 13 - Determinagdo de metais em material de referéncia certificado (NIST
1515 - Apple leaves), por ICP-MS e ICP OES, ap6s decomposicao por
MWAD, utilizando HNO3z 14,4 mol I''; (ug g™, n=3).

Valor Valor encontrado

Analito certificado ICP-MS ICP OES
As 0,038 + 0,007 < 0,06 <4,35
Cd 0,013 + 0,002 0,012 £ 0,001 <1,36
Cr 0,3* 0,310 + 0,006 <0,36
Cu 5,64 + 0,24 5,40 £ 0,46 5,23 +0,17
Mn 54,0 £3,0 53,0+2,0 53,0+2,0
Mo 0,094 + 0,013 0,098 + 0,008 <1,39
Ni 0,91 £0,12 0,93 £0,02 < 1,96
Pb 0,470 + 0,024 0,471 £ 0,004 <275
\Y 0,26 £ 0,03 0,27 £0,02 < 0,30
Zn 12,5+0,3 12,3+0,3 12,7 +0,2

* Valor informado.

Com base nos resultados apresentados na Tab. 13, observou-se
concordancia entre o valor certificado e o valor determinado pela técnica de ICP-MS
entre 92 e 104% para os analitos Cd, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V e Zn. Para o Cr a
concordancia entre o valor informado e o valor determinado por ICP-MS foi de 103%.
Quando realizada as determinacdées por ICP OES os analitos Cu, Mn e Zn
apresentaram concordancias entre 93 e 102% com o valor certificado, para os
demais analitos as concentracdes foram abaixo do limite de detec¢dao do método.

Quando aplicada analise estatistica (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05),
verificou-se que nao houve diferenca significativa para os analitos Cu, Mn e Zn, com
nivel de 95% de confianca entre os valores certificados e os determinados pelas
duas técnicas de determinacdo. Também nao houve diferenca significativa para os
analitos Cd, Mo, Ni, Pb e V, com nivel de 95% de confianga entre os valores
certificados e os determinados por ICP-MS, e estes analitos ndo foram detectados
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pela técnica de ICP OES por estarem abaixo do LOD. Além disso, néo foi verificada
diferenca significativa para o Cr entre o valor informado e o determinado.

Os valores obtidos para os RSDs no CRM NIST 1515 (Apple leaves), quando
determinado por ICP-MS, foram inferiores a 9% para os analitos Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, V e Zn. Quando as determinacdes foram realizadas por ICP OES, os RSDs
das medidas variaram de 2 a 4% para os analitos Cu, Mn e Zn.

Assim, com base nos resultados obtidos para os CRMs BCR 060 (Aquatic
plant) e NIST 1515 (Apple leaves), apdés a decomposi¢cdo por MWAD utilizando
HNO; 14,4 mol ', pode-se verificar concordancia satisfatéria para Cd, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, V e Zn, quando determinados por ICP-MS e ICP OES. Desta forma, este
procedimento utilizando HNOj3; conc. pode ser utilizado como referéncia para as
otimizacbes dos procedimentos propostos (MW-O,-AD e MW-UV-AD) para a alga
Desmarestia anceps.

Cabe ressaltar, que pelo fato da alga utilizada na otimizacao do procedimento
de preparo de amostra ser oriunda de meio rico em sbédio, foi realizada a
determinacao desse elemento por ICP OES, onde se verificou uma concentracao de
24612 + 407 pg g'. Concentracdes elevadas de Na em algas também foram
encontradas no trabalho desenvolvido por Herndndez-Carmona et al. (2009). Desta
forma, por se tratar de um elemento facilmente ionizavel, que pode alterar as
caracteristicas do plasma durante a etapa de determinacao dos analitos, causando
supressao do sinal dos elementos em estudo (FRASER; BEAUCHEMIN, 2000), foi
feita a calibracdo do ICP-MS com curva de adicdo de analito para avaliar a
interferéncia da matriz da amostra nestas determinacées. Os resultados obtidos para
as determinagdes dos metais em estudo por ICP-MS, apés calibragdo com curva de
adicao de analito e com calibracao externa estao apresentados na Tab. 14.
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Tabela 14 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS, com
calibracao por curva de adicdo de analito e com calibracdo externa,
apés decomposicdo por MWAD com HNO; 14,4 mol I, (ug g™, n=3).

Analito Calibragao externa Curva de adi¢ao de analito
As 28,0+0,6 29,0 +0,2
Cd 0,58 £ 0,02 0,62 £ 0,04
Cr 4,30 + 0,30 4,49 + 0,05
Cu 5,30 £ 0,40 5,00 £ 0,40
Mn 15,0+ 0,4 13,0 £1,1
Mo 0,41 £0,04 0,26 £ 0,03
Ni 27,0+0,8 240+1,2
Pb 0,43 £ 0,02 0,41 £0,02
V 3,00 £0,10 3,00 £ 0,03
Zn 26,0 £1,7 24,0 £ 0,1

Com base nos resultados obtidos apds a decomposicao por MWAD da alga
Desmarestia anceps foi possivel constatar que nao houve diferenga significativa,
com nivel de 95% de confianca para os analitos As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn
para ambas as formas de calibracdo do equipamento. Para o analito Mo houve
diferenga significativa entre os resultados obtidos por calibragdo com curva de
adicdo de analito e com calibragdo externa, que pode ser justificado por uma
provavel interferéncia da matriz da amostra quando feita a calibracdo externa.

A curva de calibragdo com adicdo de analito foi realizada diluindo a triplicata
da amostra 50 vezes e depois construindo uma curva com 9 pontos, acrescentando
em cada aliquota da amostra 0,025; 0,050; 0,1; 0,250; 0,50; 1; 2,5; 5 e 10 ug I da
solucao de referéncia multielementar SCP33MS, cada solugéao preparada foi aferida
com HNO3; 5%. A amostra diluida 50 vezes sem adicao da solucado de referéncia
multielementar foi o branco da curva. Desta forma, a curva foi construida nas
mesmas condi¢des da amostra, a fim de verificar se componentes da matriz da
amostra ndo estavam ocasionando interferéncias na etapa de determinagéo.
(SKOOG et al., 2006b).
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Os RSDs encontrados nas determinagdes por ICP-MS com calibragédo por
curva de adicdo de analito foram menores que 9% para todos os analitos, com
excecao para o Mo em que o RSD da medida foi de 11%.

Assim, pode-se verificar que as diluicbes das amostras de 50 vezes foram
suficientes para que ndo ocorresse interferéncia do ion Na e também as
interferéncias poliatdmicas que os isétopos com massa entre 40 e 82 u podem sofrer
devido a presenca de espécies de C, N, O, H e Cl na matriz da amostra, o que pode
ocorrer nas determinagdes dos analitos em estudo por ICP-MS.

Devido a boa concordancia com os CRMs e a capacidade de deteccédo dos
analitos em estudo, optou-se por fazer as determinacées para o0s demais
procedimentos de decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por
radiacdo micro-ondas, avaliados neste trabalho por ICP-MS, uma vez que muitos
dos analitos avaliados estao abaixo do limite de deteccdo do método utilizando a
ICP OES.

4.4 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por radiacao
micro-ondas sob pressao de oxigénio (MW-0,-AD) e subsequente
determinacao de metais por ICP-MS

Primeiramente, foi avaliada a concentracao da solucdo de HNO3; necessaria
para decompor 500 mg de amostra de alga Desmarestia anceps utilizando 6 ml de
HNOj3 nas concentragdes de 0,5, 1, 2, 3 e 7 mol I"'. Para cada uma das solucdes de
HNO; foi avaliada a decomposicdo com a pressurizacdo dos frascos de reacdo com
1, 5 e 10 bar de O, como reagente auxiliar, segundo o descrito no item 3.6.2
(Materiais e Métodos). A escolha das concentracdes das solugdes de HNO3 e das
pressdes de O, foram realizadas de acordo com trabalhos recentes descritos na
literatura no item 2.4.1.3 (Revisdo Bibliografica) (GONZALEZ et al., 2009; BIZZI et
al., 2010; BlZZl et al., 2011a; BlZZl et al., 2011c).

A decomposicdo de cerca de 500 mg de alga com solucbes de HNO; de
diferentes concentracdes estd diretamente vinculada a concentracédo de reagente
auxiliar (Op) utilizada no procedimento de decomposigdo. Como pode ser observado
na Fig. 8, para as concentragcées de HNO3; 0,5 e 1 mol I' mesmo realizando a
pressurizacao do sistema com O nas pressdes de 1 bar (massa de O, = 0,11 g), 5
bar (massa de O, = 0,53 g) e 10 bar (massa de O, = 1,06 g) as solu¢des resultantes
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apresentaram coloracdo marrom escuro e residuos soélidos suspensos, sendo que
provavelmente a quantidade de acido nao foi capaz de oxidar completamente a
matéria organica. Em funcao disso, estas solucbes nao foram analisadas por ICP-
MS para a determinagdo de metais. Quando foi utilizado HNO; diluido 2, 3 e 7 mol I
com a pressurizacao do frasco reacional com 1, 5 e 10 bar de O, pode ser verificado
uma boa decomposicdo da matéria organica, digeridos com aspecto limpido e sem
presenca de material particulado suspenso. Desta forma, o aspecto das solucdes
confirmaram o efeito do O, como agente oxidante auxiliar, possivelmente devido a
capacidade de regeneracdo do HNOj; através do mecanismo apresentado nas
equacdes no item 2.4.1.3 (Revisdo Bibliografica), promovendo assim melhores
condicoes de decomposicdo da amostra sem necessidade de utilizar acido
concentrado. O aspecto dos digeridos apds a decomposicao pode ser observado na
Fig. 8.
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Figura 8 - Aspecto dos digeridos apds a decomposicao da alga Desmarestia anceps
com solucdes de HNO3 concentrado e com HNO3 diluido (0,5, 1,2,3e 7
mol I'") em diferentes pressées de O,: (a) 1bar, (b) 5 bar e (c) 10 bar.
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As solucbes obtidas apdés o procedimento de preparo de amostra foram
submetidas a etapa de determinacdo dos metais em estudo neste trabalho por ICP-
MS. E importante ressaltar que durante a otimizacdo da melhor condicdo de
concentracdo de HNO; e de pressao de O, as concentragdes dos analitos
determinados foram comparadas com os resultados obtidos apds o procedimento de
decomposicdo por MWAD com HNOj; conc., descrito no item 4.3 (Resultados e
Discusséo). Na Tab. 15, sdo apresentados os resultados para a determinacao dos
metais por ICP-MS com o emprego de HNO; 2 mol I sob diferentes pressdes de O
e os resultados apds preparo da amostra por MWAD com HNOj3; conc. utilizado como

referéncia nesta avaliagéo.

Tabela 15 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS apos
decomposi¢do com HNO; conc. e com HNO; 2 mol I sob diferentes
pressdes de O, (ug g™, n=3).

Pressao de O, (bar)

Analito
MWAD 1 5 10
As 28,0 £0,6 40,0 £2,0 29,0+04 29,0+£0,9
Cd 0,58 £ 0,02 0,90 + 0,03 0,61 £0,02 0,62 £ 0,02
Cr 4,30 £ 0,30 3,10£0,10 3,10£0,30 3,60 0,10
Cu 5,30 £ 0,40 7,70 £ 0,60 6,50 £ 0,90 4,70 £0,10
Mn 15,0+ 0,4 18,0 + 3,6 14,0 £ 1,1 15,0+ 0,2
Mo 0,41 £ 0,04 0,41 £ 0,03 0,31 £ 0,01 0,33 £ 0,01
Ni 27,0+0,8 34,024 24,0+0,2 25,0+£0,6
Pb 0,43 £0,02 0,57 £ 0,06 0,39 £ 0,05 0,39 £ 0,06
Vv 3,00 £0,10 3,40 £ 0,20 3,20 £ 0,30 3,30 £ 0,20
Zn 26,0 +1,7 40,0 £2,3 29,0£0,2 29,0 £0,7

Com base nos valores apresentados na Tab. 15 para a decomposicado com
HNO; 2 mol I'", utilizando como parametro de referéncia os resultados obtidos apds
o procedimento de decomposi¢ao por MWAD com HNO3 conc., foi possivel observar
que para a pressdo de 1 bar de O, os analitos As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn
apresentaram concordancias entre 120 e 155%. Possivelmente, essas

concentracdes elevadas estejam associadas ao fato da pressao de O, empregada
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nao ter sido suficiente para a decomposicao adequada da amostra. Para os analitos
Cr, Mo e V as concordancias entre os resultados obtidos por ICP-MS apés a
decomposicdo por MW-O,-AD com HNO3z 2 mol I e 1 bar de O, com os resultados
apos decomposicdo pelo método de referéncia foram de 72, 100 e 113%,
respectivamente. Cabe ressaltar que mesmo as solugdes finais estando com
aspecto limpido, podem apresentar um RCC significativo a ponto de interferir na
determinacao dos analitos (WASILEWSKA, 2002). Além disso, observa-se uma
tendéncia nos resultados determinados ap6s decomposicao por MW-O,-AD com
HNOsz; 2 mol I e pressdo de 1 bar de O, sistematicamente acima dos valores
determinados apés a decomposicdo pelo método MWAD 14,4 mol I utilizado como
referéncia. Esse erro sistematico acima do valor utilizado como referéncia nao foi
verificado apenas para o Cr, que pode ser justificado por uma possivel ligacao do
analito a compostos presente na amostra que nao foram bem decompostos, por isso
entdo, a menor determinacdo quando empregado o método de decomposicao MW-
O2-AD.

Na decomposicdo por MW-O,-AD com HNO3z 2 mol I'" e presséo de 5 bar de
O, quando comparado com a decomposicao por MWAD com HNOj; conc., os
resultados apresentaram uma concordancia entre 91 e 104% para os analitos As,
Cd, Mn, Pb, V e Zn. Para os analitos Cr, Mo e Ni as concordancias entre os
resultados obtidos apdés decomposicdo pelo método proposto com os resultados
obtidos ap6s decomposicao pelo método de referéncia foram entre 72 e 89% e para
o Cu a concordancia foi de 123%. Para o Zn a concordancia foi de 112% entre a
concentracdo determinada apds decomposicdo por MW-O»-AD quando comparada
com a concentragao determinada ap6s digestao por MWAD com HNO;3; conc.

Para a pressdo de 10 bar de O, com HNOs 2 mol I verificou-se, quando
comparado com os resultados de referéncia apdés decomposicao por MWAD com
HNOj3; conc., concordancias entre 100 e 112% para os analitos As, Cd, Mn, Ve Zn e
para os analitos Cr, Cu, Ni, Mo e Pb as concordancias foram entre 80 e 93% com os
valores obtidos por MWAD.

Os RSDs das medidas encontrados quando a decomposicédo foi realizada
com HNO; 2 mol I'' e a pressurizagdo do sistema com 1, 5 e 10 bar de O, foram
entre 1 e 10% para todos os analitos, exceto para o Pb em que os RSDs da medidas
foram entre 11 e 15%. Excecbes também foram observadas para o Mn quando
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utilizada a pressao de 1 bar de O, em que o0 RSD da medida foi de 20% e para o Cu
em que o RSD da medida foi de 14%.

Quando os resultados obtidos com HNO3z 2 mol I sob as pressées de 1, 5 e
10 bar O, foram avaliados por andlise estatistica, considerando a decomposi¢ao por
MWAD com HNOs conc. como referéncia, verificou-se que nado houve diferenca
significativa, com 95% de nivel de confianca (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) para
os analitos Mn e V em todas as pressdes de O, avaliadas. Para os analitos As, Cd,
Cu, Ni, Pb e Zn nao houve diferenca significativa nas pressbées de 5 e 10 bar de O..
Para o Mo n&o houve diferenga significativa apenas na pressao de 1 bar de O». Para
o Cr verificou-se que houve diferenca significativa entre os valores determinados e
os valores de referéncia em todas as pressoes de O, analisadas.

Na Tab. 16 sao apresentados os resultados para a determinacdo dos metais
por ICP-MS nas condicdes de HNOz 3 mol I sob diferentes pressées de O, e os
resultados apdés decomposicdo por MWAD com HNO; conc. utilizado como

referéncia.

Tabela 16 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS apos
decomposi¢do com HNOj; conc. e com HNO;z 3 mol I sob diferentes
pressdes de O, (ug g™, n=3).

Pressao de O (bar)

Analito
MWAD 1 5 10

As 28,0 £0,6 34,0+£23 30,0+£0,3 31,0£0,5
Cd 0,58 £ 0,02 0,65 £ 0,04 0,64 + 0,01 0,67 £ 0,01
Cr 4,30 £ 0,30 2,00 £ 0,01 3,40 £0,15 3,50 £0,17
Cu 5,30 £ 0,40 5,20 £ 0,40 5,00 £ 0,20 5,40 £ 0,20
Mn 15,0+ 0,4 14,0+ 0,4 14,0 £0,8 15,0 £0,3
Mo 0,41 £0,04 0,34 £ 0,02 0,36 £ 0,01 0,37 £ 0,01
Ni 27,0+ 0,8 23,0 £1,1 26,0 £0,7 26,0+14
Pb 0,43 £ 0,02 0,36 £ 0,002 0,42 £ 0,03 0,40 £ 0,04
Vv 3,00 £0,10 2,80 £ 0,04 3,50 £ 0,20 3,60£0,10
Zn 26,0 +1,7 33,0+£2,0 29,0+ 0,4 30,0+£0,5
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Analisando os resultados apresentados na Tab. 16 para a decomposi¢cdo com
HNOs; 3 mol I'", utilizando como base de referéncia as determinacdes apds a
decomposicdo por MWAD com HNOj; conc., na pressao de 1 bar de O,, foram
observadas concordancias de 121 e 127% para o As e Zn, respectivamente. Para os
analitos Cd, Cu, Mn e V as concordancias entre os resultados obtidos por ICP-MS
apds decomposicdo pelo método proposto foram entre 93 e 112%, quando
comparadas com o método de referéncia. Para o Mo, Ni e Pb as concordancias
entre os resultados apés decomposicdo por MW-O,-AD com HNO3; 3 mol I e 1 bar
de O, foram entre 83 e 85% quando comparada aos resultados apés a
decomposicao por MWAD com HNOj; conc., para o Cr a concordancia encontrada foi
de 47%.

Conforme verificado quando utilizado HNOz 2 mol I com presséao de 1 bar de
O,, resultados mais altos para as determinacdes dos analitos também ocorreram ao
ser utilizado HNO3; 3 mol I' e 1 bar de O,, quando comparado com a decomposicdo
MWAD utilizada como referéncia. Isso provavelmente tenha ocorrido devido ao fato
da quantidade de O, utilizada nao ter sido suficiente para regenerar o HNO; e,
consequentemente, ndo decompor adequadamente a amostra, mesmo as solucdes
resultantes apresentando aspecto limpido, isso pode estar interferindo na
determinacao dos analitos (WASILEWSKA, 2002). Cabe ressaltar que com HNO3; 3
mol I'" e 1 bar de O, os resultados sdo menores que os encontrados com HNO3 2
mol I'" e 1 bar de O, isso provavelmente devido ao acido ser mais concentrado e,
desta forma, a decomposicdo da matéria organica pode ter sido um pouco mais
eficiente.

Quando avaliada a concordancia entre as determinacoes realizadas ap6s o
preparo de amostra com HNO; 3 mol I'" com pressdo de 5 bar de O, com a
decomposicdo por MWAD com HNOj; conc. utilizada como referéncia, verificou-se
concordancias que variaram de 93 a 115% para todos os analitos com excecao
para Cr e Mo em que as concordancias foram de 79 e 88%, respectivamente.

Ao realizar a decomposicdo da amostra com HNO3z 3 mol I com presséo de
10 bar de O, comparando com o preparo de amostra por MWAD com HNOj; conc.,
obteve-se concordancias entre 93 e 111% para os analitos As, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn,
para o Cr e Mo foram verificadas concordancias de 81 e 90%, respectivamente.
Quando comparado o resultado determinado para o V ap6s decomposicao pelo
método proposto com o resultado obtido apés decomposicdo pelo método de
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referéncia foi observado concordancia de 120% e para o Cd uma concordancia de
116%.

Os RSDs das medidas quando utilizada a solugao de HNO3; na concentracao
de 3 mol I'" no preparo da alga nas pressées de 1, 5 e 10 bar de O, foram entre 0,6
e 10% para todos os analitos avaliados.

Quando realizada a analise estatistica dos resultados obtidos por ICP-MS
apés preparo de amostra por MW-O»-AD com HNO; 3 mol I, tomando como
referéncia os resultados apods preparo da amostra por MWAD com acido conc.,
verificou-se que nao houve diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
(GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) para os analitos Cu, Mn e Pb em todas as
condicoes de pressao de O, avaliadas, para os analitos As e Zn nao houve diferenca
significativa apenas quando utilizada a pressao de 5 bar de O,, para o Cd nao houve
diferenga significativa nas pressdes de 1 e 5 bar de O,. Para o Ni e Mo ndo houve
diferenca significativa quando utilizado HNO3 3 mol I nas pressées de 5 e 10 bar de
O2 no método MW-UV-AD quando comparado com o método de referéncia MWAD
com HNO;3; conc., para o V nao houve diferencga significativa apenas na pressao de 1
bar de O, e para o Cr houve diferenca significativa em todas as condicbes de
pressdao de O, avaliadas quando comparado com o método de referéncia. Cabe
enfatizar que quando comparado estatisticamente os resultados para Cr para as
demais algas, conforme pode ser observado mais adiante nas Tabs. 25 e 26, néo
houve diferenca significativa, talvez isso possa ter ocorrido para a alga Desmarestia
anceps devido a uma heterogeneidade da amostra, onde possivelmente o analito
nao encontrava-se distribuido de forma uniforme na amostra.

Na Tab. 17 sdo apresentados os resultados para a determinacdo dos metais
por ICP-MS nas condicées de HNO3; 7 mol I'' sob diferentes pressdes de O, e os
resultados apds decomposicdo por MWAD com HNOj3; conc. utilizado como

referéncia.



90

Tabela 17 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS apos
decomposi¢do com HNO; conc. e com HNO; 7 mol I sob diferentes

pressdes de Oo, (ug g, n=3).

Pressao de O, (bar)

Analito
MWAD 1 5 10
As 28,0 £0,6 22,0 £1,1 30,0 £0,1 29,0+£1,8
Cd 0,58 £ 0,02 0,42 £ 0,01 0,63 £ 0,004 0,61 £0,02
Cr 4,30 £ 0,30 1,30 £ 0,10 3,50 £ 0,20 3,70£0,10
Cu 5,30 £ 0,40 3,50+0,10 6,30 £ 0,40 6,50 £ 0,50
Mn 15,0+ 0,4 9,30 £ 0,50 14,0+1,0 14,0+1,3
Mo 0,41 £ 0,04 0,29 £ 0,02 0,37 £ 0,01 0,39 £ 0,01
Ni 27,0+0,8 17,0+1,3 25,0 £0,1 25,0£0,6
Pb 0,43 £0,02 0,28 £ 0,02 0,41 £ 0,04 0,42 + 0,04
\Y 3,00 £0,10 1,90 + 0,01 3,10£0,30 3,20 £ 0,06
Zn 26,0 1,7 21,0+1,3 26,0+1,6 26,014

Com base nos valores apresentados na Tab. 17 para a decomposicdo da
amostra com HNO3; 7 mol I, pode-se observar, tomando como base de referéncia
as determinagdes apdés a decomposicao por MWAD com HNO; conc., para a
pressao de 1 bar de O,, que para os analitos As, Cd, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V e Zn as
concordancias foram entre 62 e 81% e para o Cr a concordancia com o valor obtido
por MWAD foi de 30%. Quando avaliado o uso da pressao de 5 bar de O, observou-
se concordancias que variaram de 90 a 109% para os analitos As, Cd, Mn, Mo, Ni,
Pb, V e Zn, para o Cu a concordancia foi de 119% e para o Cr a concordancia com o
valor obtido por MWAD foi de 81%. Quando o sistema foi pressurizado com 10 bar
de O, as concordancias foram entre 93 e 107% para os analitos As, Cd, Mn, Mo, Ni,
Pb, V e Zn, para o metal Cu a concordancia foi de 123% e para o Cr a concordancia
com o valor obtido por MWAD foi de 86%.

Ao compararmos os resultados obtidos com HNO3z 7 mol I'' na presséo de 1
bar de O, com os determinados nas solu¢ées de HNO; 2 e 3 mol I'' na mesma
pressao, eles sao inferiores e as concordancias com os valores do método de
referéncia também foram menores, como o acido é mais concentrado que 0s outros

utilizados o esperado eram valores maiores para as determinacdes dos analitos. A
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provavel justificativa para esses resultados é um problema na etapa de
pressurizacdo, pois como a quantidade de O, utilizada é extremamente pequena
qualquer escape do gas na hora de fechar a valvula de entrada e saida de gases ja
ocasiona diminuicdo deste gas na etapa de decomposicdo da amostra,
consequentemente menor é a quantidade de HNOj; regenerada e portanto ocorre
uma diminuicdo da eficiéncia de decomposicao. Outra justificativa plausivel para o
ocorrido é que com a utilizagdo do HNO3; 7 mol I'' e 1 bar de O,, aconteceu uma
melhor decomposicdo da matéria organica, devido ao acido ser mais concentrado,
por conseguinte mais eficiente foi a decomposi¢cdo, diminuindo possiveis
interferéncias na etapa de determinacgéo.

Os RSDs encontrados nas determinagdes por ICP-MS apés decomposicao
por MW-O,-AD com HNO; 7 mol I'" e com pressdes de 1, 5 e 10 bar de O, foram
entre 0,3 e 10% para todos os analitos avaliados.

Quando aplicado o teste estatistico aos resultados obtidos por ICP-MS apds
preparo da amostra por MW-O»-AD com HNO; 7 mol I'" com a pressurizagédo do
sistema sob diferentes pressoes de O, utilizando como paradmetro de referéncia os
resultados ap6s decomposicdo da amostra por MWAD com HNOj; conc., observou-
se que nao houve diferenca significativa, ao nivel de 95% de confianca (GraphPad
InStat, Tukey, P>0,05) para os analitos As, Cd, Mn, Ni, V e Zn nas pressbes de 5 e
10 bar de O,. Para os analitos Mo e Pb ndo houve diferenga significativa nas
pressoes de 5 e 10 bar de O, quando comparado com o método de referéncia. Para
os analitos Cr e Cu houve diferenca significativa em todas as condi¢des de pressao
de O, avaliadas quando comparado com os valores obtidos apés MWAD com HNO3
concentrado.

Assim, observou-se que as decomposi¢des por MW-O,-AD utilizando HNO3
nas concentracdes 2, 3 e 7 mol I'' nas pressdes de 5 e 10 bar de O, apresentaram
resultados bastante semelhantes entre si e concordantes com os resultados
determinados pelo método de referéncia MWAD. A partir disto, a escolha da solucao
de HNO3; 3 mol I'' e 5 bar de O, se justifica pelo fato de que o RCC nos digeridos foi
menor quando comparado com HNO; 2 mol I e pressdes de 5 e 10 bar de O,, como
pode ser observado na Tab. 18. Cabe ressaltar que para o Cr houve diferenca
significativa para todas as concentracdes de acido e de pressao avaliadas quando
comparado com o método de referéncia, mas que entre os resultados obtidos
utilizando o método proposto MW-O,-AD nao houve diferencga significativa.
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A fim de confirmar os resultados determinados apds a decomposicao da alga
Desmarestia anceps pelo método MW-O,-AD, foi realizada a avaliacao da eficiéncia
de decomposicao da matéria organica nos digeridos, onde foi calculado o teor de
carbono residual (RCC) nas solucdes obtidas conforme relatado na literatura
(WURFELS; JACKWERTH; STOEPPLER, 1989; GOUVEIA et al., 2001), utilizando
como referéncia o teor de carbono inicial presente na amostra determinado por
analise elementar conforme item 4.2 (Resultados e Discussdo). Quando a
decomposicao da amostra foi realizada com solu¢cao de HNO3; nas concentragdes de
0,5 e 1 mol I", os valores de RCC ndo foram determinados devido a grande
quantidade de material particulado provenientes da ndo decomposicao eficiente da
amostra. Para a solugdo de HNO; nas concentracdes de 2, 3 e 7 mol I'' com a
pressurizacao do frasco reacional com 1, 5 e 10 bar de O, foram determinados os
valores de RCC nos digeridos conforme item 3.7 (Materiais e Métodos), os quais
podem ser observados na Tab. 18.

E importante ressaltar que para a determinacdo do teor de carbono em
solugéo por ICP OES, foi necessario construir a curva de calibragdo adicionando 1
ml de NaCl 2,5% (m/v) que corresponde a uma massa de Na de 0,0098 g, para que
as solucdes de calibracédo tivessem composicdo semelhante as solu¢des obtidas
apos decomposicao da alga, uma vez que a alga Desmarestia anceps apresentava
uma quantidade de sodio elevada.

Além da determinagdo do RCC, também foi determinada a acidez residual
para averiguar a quantidade de HNOj3; presente nos digeridos, que foi calculado com
base na concentracao inicial de HNOj utilizado no procedimento de decomposicao
da amostra de acordo com o item 3.8 (Materiais e Métodos). Conforme pode ser
observado na Tab. 18, os valores de acidez residual apresentaram um aumento
consideravel a medida que aumentou a quantidade de oxigénio utilizada como
reagente auxiliar o que vem a enfatizar a participagdo do O, no processo de

regeneracao do HNOs.
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Tabela 18 - Teor de carbono residual e acidez residual determinados nos digeridos
da alga Desmarestia anceps ap6s MW-O.-AD, utilizando diferentes

concentragdes de HNO3; com diferentes pressdes de O,, (n=3).

Pressdao O, HNO; (mol I'") RCC (%) Teorde C em *Acidez
(bar) solucdo (mg I'" residual (%)

- 14,4 0,60 £ 0,04 29,0+2,0 75,020
1 2 2,20 £ 0,90 125+ 16 35,0+ 3,0
1,60 £ 0,20 76,0 +£11,0 41,0+£4,0
0,90 £ 0,10 51,0+£2,0 80,0+2,0
5 2 2,60 +0,10 1227 43,0+ 0,3
1,50 £ 0,10 68,0 +5,0 65,0 £ 0,2
1,80 £ 0,10 73,0+6,0 87,0+£2,0
10 2 1,70£0,2 79,0+£8,0 49,0+2,0
3 1,00 £ 0,04 55,0+5,0 69,0 + 0,8

7 1,80+£0,4 76,0 £ 20,0 96,0 + 4,1

* Valor correspondente a 6 ml de HNO3 (2, 3e 7 mol ).

Com base nos dados apresentados na Tab. 18 foi realizada a analise

estatistica dos resultados para o teor de carbono residual, onde verificou-se que néao

houve diferenga significativa, com 95% de nivel de confianca (GraphPad InStat,

Tukey P>0,05) quando utilizado 1 bar de O, em todas as condi¢des acidas avaliadas

e também quando utilizado 10 bar de O, nas concentragdes de acido 2 e 7 mol I

Para as demais condi¢cdes houve diferenca significativa entre os resultados para o

RCC.

Durante a decomposicado de 500 mg de amostra de alga com 6 ml de solucao

de HNO3; em diferentes concentracdes foi possivel verificar que a eficiéncia de

decomposicado da matéria organica é dependente da quantidade de O, utilizada para

pressurizar o frasco de decomposicdo, quando HNO; 2 mol I ¢ utilizado, sendo que

para as demais concentracbes de HNO; parece ndo ter diferenca significativa,

conforme demostrado na Fig. 9.



94

4 - - 100
] - 80
7 . S
9 |1 -60 S
o 2- 3
O T &
o 1 - 40 N
= (]
17 .-g
- 20 &
oj 0
14,4 2 3 7

Concentracao de HNO; (mol "

Figura 9 - Teores de carbono residual para as solu¢des obtidas ap6s decomposicao
da alga Desmarestia anceps por MWAD com HNO3 14,4 mol I'" e MW-O,-
AD com HNOjs nas concentracdes de 2, 3 e 7 mol I"': RCC obtido apds
decomposicao com | HNO; conc.; [ 1 var de Oy; [ 5 bar de O e |
10 bar de O,. Acidez residual apés decomposicao com m HNO;3 conc.; = 1
bar de O,; m 5 bar de O, e m 10 bar de O,.

Os resultados obtidos ap6s a otimizacdo da concentracdo da solucdao de
HNO; utilizada para a decomposicao da alga Desmarestia anceps com o sistema
pressurizado mostram que é possivel decompor até 500 mg da amostra utilizando
uma solucdo de HNOs; 3 mol I'' na pressdo de 5 bar de O,. Nestas condicdes a
decomposicdo da matéria organica foi considerada eficiente, com RCC de 1,5
0,1%. Cabe ressaltar que para as demais condicdes, HNO3; 3 mol I'' com 10 bar de
O, e HNO3; 7 mol I'' com 5 e 10 bar de O,, as decomposicdes apresentaram
praticamente a mesma eficiéncia de decomposicdo, por isso foi entdo escolhida a
menor concentragdo de HNO3; e menor pressao de O.. Para a solugdo de HNO; 2
mol I'' nas pressdes de 5 e 10 bar de O, foram verificados valores de RCC mais
elevados. Além disso, quando analisada a acidez residual nos digeridos apds
decomposicdo com HNO; 2 mol I'' e 5 bar de O,, observou-se os menores valores,
verificando-se que uma quantidade bastante significativa do HNO3 foi consumida na
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oxidacao da matéria organica, sem ocorrer a regenerag¢ao do acido, provavelmente
por isso a decomposicao nao foi tao eficiente.

Com base nos resultados da Tab. 18, pode-se observar que a acidez residual
determinada nos digeridos aumentou com a maior quantidade de oxigénio usada na
pressurizacao dos frascos de decomposi¢ao ocasionando a potencializacao da acao
oxidante do HNOg, devido aos ciclos de regeneracdo do acido que ocorre na fase
gasosa enquanto tiver O, e NO. Cabe enfatizar que a partir da condicao de HNO3; 3
mol I'' e 5 bar de O, ocorreu boa regeneracdo do HNOz; comprovada através da
determinacao da acidez residual de 65 + 0,2%. Esses resultados vem ao encontro
dos obtidos por Bizzi et al. (2010 e 2011a) onde bons resultados foram alcan¢ados
para a decomposicao de até 500 mg de amostras biolégicas e botanicas com HNO3
nas concentracdes de 2 e 3 mol I'" e pressio de 5 bar de Os.

Assim, a condicdo selecionada como adequada para a decomposicao da alga
Desmarestia anceps (3 mol I'' e 5 bar de O,), foi utilizada também para a
decomposicdo dos CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e para o NIST 1515 (Apple
leaves) para avaliar a exatiddo do método de decomposicao proposto, determinando
as concentragdes dos metais por ICP-MS, conforme Tab. 19.
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Tabela 19 - Determinacdo de metais em materiais de referéncia certificados BCR
060 (Aquatic plant) e NIST 1515 (Apple leaves) por ICP-MS, apés
decomposicdo com HNO;z 3 mol I e pressdo de 5 bar de O», (ug g,
n=3).

BCR 060 (Aquatic plant) NIST 1515 (Apple leaves)
Analito

Valor certificado Valor encontrado Valor certificado Valor encontrado

As 8" 6,10 £ 0,03 0,038 + 0,007 < 0,05

Cd 2,20 +0,10 2,20 £ 0,05 0,013 + 0,002 0,012 £ 0,001
Cr 26* 27,2+0,7 0,3* 0,310 + 0,051
Cu 51,2+19 4956+24 5,64 +0,24 5,40 + 0,38
Mn 1760 £ 60 1695 + 47 54 +3 56 +3

Mo 2" 0,770 =+ 0,004 0,094 + 0,013 0,091 + 0,004
Ni 40* 40,0 +1,7 0,91 +0,12 0,93 £ 0,03
Pb 63,8 + 3,2 64,6 + 0,6 0,470 + 0,024 0,442 + 0,001
\Y 6* 6,30 = 0,06 0,26 + 0,03 0,24 + 0,01
Zn 313+8 292 + 11 12,5+0,3 12,2 +0,2

* Valor informado.

Com base nos resultados obtidos apés a decomposicao do CRM BCR 060
(Aquatic plant), com HNO3z 3 mol I'" e 5 bar de O,, conforme resultados apresentados
na Tab. 19, observou-se concordancia na faixa de 93 a 105% para os analitos Cd,
Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn, sendo a menor concordancia de 93% para Zn. Para o As
a concordancia entre valor informado e o valor determinado foi de 76%. Para o Mo a
concordancia foi em torno de 39% em relagdo ao valor informado. E importante
enfatizar que no valor informado é mais dificil de controlar a exatiddo e a preciséo.
Os RSDs dos valores determinados no CRM foram entre 0,5 e 5% para todos os
analitos, 0 que comprova a precisao das determinagdes.

Na decomposicdo do CRM NIST 1515 (Apple leaves) com HNOz; 3 mol I e 5
bar de O,, baseado nos resultados da Tab. 19, houve concordancia entre 92 e 105%
entre os valores certificados e os valores determinados para os analitos Cd, Cu, Mn,
Mo, Ni, Pb, V e Zn. Também verificou-se concordancia de 103% entre o valor
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informado e o valor determinado para o analito Cr. Apenas o analito As nao foi
possivel determinar no CRM por ter ficado abaixo do limite de deteccao do método.
Os RSDs dos valores determinados neste CRM variaram entre 0,2 e 8% para todos
os analitos, com excecao para o Cr em que o RSD da medida foi de 16%.

Quando realizada a avaliacdo estatistica dos resultados determinados nos
CRMs BCR 060 (Agquatic plant) e NIST 1515 (Apple leaves) com os valores
certificados e informados (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) observou-se que nao
houve diferenca significativa para todos os analitos, com excec¢ao para Zn e Mo no
CRM BCR 060 (Aquatic plant).

Desta forma, foi comprovada a exatiddao do método de decomposicdo MW-O.-
AD utilizando HNO3; 3 mol I'' e 5 bar de O,, sendo assim aplicado para as demais
amostras de algas avaliadas neste trabalho, que serdo apresentados no item 4.7
(Resultados e Discuss&o).

4.5 Decomposicao por via umida em sistema fechado assistida por radiacao
micro-ondas e ultravioleta (MW-UV-AD) e subsequente determinacao de
metais por ICP-MS

Apés avaliar a aplicabilidade da MW-O,-AD para a decomposicdo da amostra
de alga Desmarestia anceps visando a posterior determinacdo de metais por ICP-
MS, foi entdo avaliado o procedimento de preparo de amostra MW-UV-AD onde
foram empregadas lampadas de UV em associacdo com a radiacdo micro-ondas
para a oxidagao da matéria organica. Este método de preparo de amostra tem como
principal vantagem a menor quantidade de acido necessaria para a oxidagao da
matéria organica (FLORIAN; KNAPP, 2001; BENDICHO et al., 2010). Desta forma,
foi feita a avaliacao da utilizacdo de HNO3 nas concentra¢des de 0,5, 1, 2, 3 e 7 mol
I e também a avaliagdo de HNO3 em associacdo com H,O, utilizando para ambas
as condicoes massa de amostra de 500 mg.

A eficiéncia de decomposicdo do procedimento proposto para a amostra de
alga Desmarestia anceps foi avaliada pela concordancia dos analitos com os valores
determinados apds o procedimento de preparo de amostra MWAD utilizado como
referéncia, bem como pela determinagdao de RCC por ICP OES, com base no teor de
carbono inicial presente na amostra, de acordo com a Tab. 10, que foi determinado

por analise elementar.
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4.5.1 Decomposicao assistida por radiacao micro-ondas e ultravioleta
com solucao diluida de HNO;

Primeiramente, a amostra de alga foi decomposta utilizando como reagente
oxidante uma solucéao diluida de HNO3; e uma ldmpada de emissao de radiacao UV,
assistida por radiacdo micro-ondas. Quando a solugdo de HNO;z 0,5 mol I foi
utilizada, o digerido final apresentou uma coloracdo marrom e sélidos residuais,
proveniente da decomposi¢cdo nao eficiente da amostra e por isso os valores de
RCC nos digeridos nao foram determinados. Cabe destacar que aspecto semelhante
foi observado nos digeridos para a mesma concentracdo de HNO; com a
pressurizacao do sistema com 1, 5 e 10 bar de O,, conforme estudo descrito no item
4.4 (Resultados e Discussdo). Quando a decomposicao foi feita com solucao de
HNO3 1 mol I'", o digerido final apresentou uma coloragdo amarelada com um pouco
de material particulado, indicando que a decomposi¢do nao foi totalmente eficiente.
Esta baixa eficiéncia foi comprovada pelo valor de RCC de 28 + 11% e pelo elevado
valor de desvio padrdao das medidas efetuadas. Devido ao teor de material
particulado, essas solu¢des nao foram analisadas por ICP-MS para a determinacao
de metais. Para as decomposi¢cdes da amostra com solucdo de HNOj; nas
concentragdes de 2, 3 e 7 mol I'" por MW-UV-AD foi observado um aspecto limpido
nos digeridos e os valores de RCC foram de 0,93 + 0,16%, 0,88 £+ 0,06% e 0,27 *
0,04%, respectivamente. O aspecto dos digeridos obtidos pela decomposi¢cdo da
alga Desmarestia anceps com diferentes concentracdes de HNO3; e com a lampada
de UV assistida por radiacdo micro-ondas podem ser observados na Fig. 10.
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Figura 10 - Aspecto dos digeridos apds a decomposicdo da alga Desmarestia
anceps com HNOj; conc. por MWAD e com solugcdes de HNO3; em
diferentes concentragbes e com a lampada de emissao de radiacao

UV assistida por radiagcdo micro-ondas.

Além da avaliagdo do RCC também foi determinada nos digeridos a acidez
residual, onde observou-se um aumento da acidez, conforme aumentou a
concentracdo da solucdo de HNOj3, 0 que comprova o baixo consumo de &cido
durante o processo de digestao. A acidez residual foi de 25 £ 1,5% para HNO3; 1 mol
1", 30 + 0,7% para HNO3 2 mol I, 52 + 3,3% para HNO3; 3 mol I'' e de 76 + 0,9%
para HNO3; 7 mol 1.

Cabe ressaltar que a decomposicdo com HNO;z; 1 mol I'" no procedimento
MW-UV-AD foi mais satisfatéria do que no procedimento de decomposicao utilizando
0 mesmo acido e pressurizando o sistema com O, 0 que pode ser justificado pelo
uso da lampada de emissao de radiacdo UV que permite a decomposicao da matéria
organica através da foto-oxidacao com reduzida quantidade de acido (BENDICHO et
al., 2010). O aspecto dos dois digeridos apés decomposicdo com HNOz 1 mol I'! (a)
com pressurizacao do sistema com O, e (b) com a lampada de radiacdo UV, ambos
assistidos por radiagédo micro-ondas podem ser observados na Fig. 11.



100

Figura 11 - Aspecto dos digeridos apds a decomposicdo da alga Desmarestia
anceps com solugdes de HNOs; 1 mol I (a) decomposi¢do por MW-O,-
AD e (b) decomposicao por MW-UV-AD.

Em todas as condi¢cdes otimizadas foram determinados os metais em estudo
neste trabalho por ICP-MS. Na Tab. 20, € apresentada a determinacdo dos metais
por ICP-MS com o emprego de solucdo de HNO3 nas concentragdes 1, 2, 3 e 7 mol
I'" com a lampada de emissdo de radiacdo UV assistida por radiacdo micro-ondas,
bem como os resultados ap6s decomposicao por MWAD com HNOj3; conc., utilizado

como referéncia.
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Tabela 20 - Determinacao de metais por ICP-MS na alga Desmarestia anceps, apos
decomposicao por MWAD com HNOj; conc. e por MW-UV-AD com o

emprego de solugdes de HNO3 nas concentracdes de 1,2, 3 e 7 mol I,

(Mg g”, n=3).
MWAD MW-UV-AD

Analito

14,4 mol I’ 1 mol I’ 2 mol I 3 mol I 7 mol I
As 28,0+0,6 26,0 +1,7 28,0+0,5 27,0+14 28,0+04
Cd 0,58 £ 0,02 052+0,08 0,55+0,02 0,56+0,02 0,57%0,03
Cr 4,30 £ 0,30 1,80+0,80 3,20+0,04 3,10+0,30 3,20+0,20
Cu 5,30 + 0,40 250+130 530%+0,10 5,20+£0,50 5,50+0,30
Mn 15,0+0,4 890+0,70 12,0x04 11,0+£0,8 12,0+0,4
Mo 0,41 £0,04 0,40+0,02 0,38+0,01 0,37+0,02 0,40%0,01
Ni 27,0+0,8 21,0+41 27,0+04 27,0+1,9 28,0 £0,9
Pb 0,43 £0,02 0,13+0,03 0,44+0,05 0,40+0,05 0,42%0,01
Vv 3,00 £0,10 2,60+0,07 3,400,056 3,20+0,22 3,00%+0,10
Zn 260+17  240+18 250+06 27,0+28 260+0,7

Com base nos resultados da Tab. 20 obtidos por ICP-MS ap6s decomposicao
por MW-UV-AD com solugdes de HNO; diluido, quando comparados com o0s
resultados utilizados como referéncia ap6s decomposigcao por MWAD com HNO;
conc., verificou-se que mesmo a decomposicdo com HNOs; 1 mol I ndo sendo
totalmente eficiente, conforme observado na Fig. 10, houve concordancia satisfatéria
entre 78 e 98% para alguns analitos como As, Cd, Mo, Ni, V e Zn. Contudo, para os
analitos Cr, Cu, Mn e Pb as concordancias com os valores obtidos por MWAD foram
entre 30 e 59%. Quando as solucdes de HNO; 2, 3 e 7 mol I foram utilizadas no
preparo da amostra por MW-UV-AD as concordancias foram entre 90 e 113% para
todos os analitos, exceto para Cr e Mn em que as concordancias foram entre 72 e
80% quando comparadas com os valores obtidos apds preparo da amostra pelo
método de referéncia.

Os RSDs encontrados nas determinagdes por ICP-MS apds decomposicao
por MW-UV-AD com HNO3 1 mol I foram entre 3 e 8% para os analitos As, Cd, Mn,
Mo, V e Zn. Para os analitos Cr, Cu, Ni e Pb os RSDs das medidas foram de 44, 52,

20 e 23%, respectivamente. Esses RSDs insatisfatérios devem-se provavelmente a
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decomposicdo nao eficiente que acarreta em uma taxa de carbono residual
significativa que pode ter ocasionado interferéncias durante as determinagées como,
por exemplo, o efeito de memoaria para alguns analitos. Quando utilizado HNO3; 2, 3
e 7 mol I" os RSDs das determinacdes foram entre 1 e 10% para todos os analitos,
excegao apenas para o Pb em que o RSD da medida foi de 13%, quando utilizado
no preparo da amostra por MW-UV-AD HNO3 3 mol I,

Os resultados ap6s preparo de amostra por MW-UV-AD utilizando HNO3; com
lampada de UV assistida por radiagao micro-ondas, determinados por ICP-MS foram
analisados por teste estatistico utilizando como parametro de referéncia os
resultados apds decomposicao por MWAD com HNO3; conc., onde observou-se que
nao houve diferenca significativa, ao nivel de 95% de confianca (GraphPad InStat,
Tukey, P>0,05) para os analitos As, Cd, Mo e Zn nas quatro concentra¢des de
solugdes diluidas de HNO3; avaliadas quando comparadas ao método de referéncia.
Para o Cr ndo houve diferenca significativa quando utilizada no preparo da amostra
as solucdes de HNO3 nas concentragdes 2 e 7 mol I'' e para o Cu e Pb n&do houve
diferenca significativa quando na decomposi¢cao das amostras foram utilizadas as
solucdes de HNO3 de 2, 3 e 7 mol I'" quando comparados ao método MWAD com
HNO;3; conc. Para o Ni ndo houve diferenca significativa quando utilizada no preparo
da amostra as solugdes de HNOs; 1, 2 e 3 mol I e para o V verificou-se que nido
houve diferenca significativa para as solucées de HNO3 nas concentracdes 3 e 7 mol
I" quando comparado ao método de referéncia. As concentracdes determinadas
para Mn apresentaram diferencas significativas para todas as condicoes de HNO;3
avaliadas.

Com base nos resultados obtidos apds a otimizacdo da concentracdo da
solucdo de HNO3; com a utilizacao da lampada de UV assistida por radiacao micro-
ondas para a decomposicao da alga, verificou-se que € possivel decompor 500 mg
de amostra com solugdo de HNO; nas concentracdes de 2, 3 e 7 mol I sem
necessitar de outros reagentes auxiliares. Neste caso, a solugdo de HNOj diluida 2
mol I foi considerada adequada, considerando que os RSDs das medidas foram na
faixa de 1 a 4% para todos os analitos, com excec¢ao do Pb, e as concordancias
foram semelhantes as obtidas com as demais concentracdes das solugcées de HNOg,
quando comparada com o0s resultados utilizados como referéncia apds
decomposicdo por MWAD. Desta forma, o uso de acido diluido na etapa de

decomposicao da amostra diminui o0 consumo de reagentes e, consequentemente, o0
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volume de residuos gerados é minimizado, o que esta de acordo com 0s principios
da quimica verde (ARMENTA; GARRIGUES; GUARDIA, 2008). Além disso, quanto
menor a quantidade de reagente necessario para decompor a amostra menor o valor
para o branco e, portanto, menores os limites de detecgéao.

Assim, o método de decomposicdo MW-UV-AD usando HNOz 2 mol I foi
utilizado para decompor os CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e NIST 1515 (Apple
leaves) para avaliar a exatiddo do método. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tab. 21.

Tabela 21 - Determinagdo de metais nos CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e NIST
1515 (Apple leaves) por ICP-MS, apds decomposicao por MW-UV-AD
com HNO3 2 mol I, (ug g™, n=3).

BCR 060 (Aquatic plant) NIST 1515 (Apple leaves)

Analito

Valor certificado Valor encontrado Valor certificado Valor encontrado

As 8" 6,20 £ 0,57 0,038 + 0,007 < 0,04

Cd 2,20 +0,10 2,30 +0,10 0,013 + 0,002 0,014 + 0,001
Cr 26* 27,6 +0,4 0,3* 0,300 £ 0,008
Cu 51,2+1,9 52,2 + 3,1 5,64 +0,24 5,60 +0,19
Mn 1760 + 60 1656 + 41 54 +3 54,9 +1,5
Mo 2" 0,73 £ 0,02 0,094 £ 0,013 0,089 + 0,007
Ni 40* 40,3+0,8 0,91 0,12 1,00 £ 0,01
Pb 63,8 £ 3,2 62,9 £ 0,6 0,470 + 0,024 0,450 + 0,014
\Y% 6* 5,10 + 0,55 0,26 + 0,03 0,230 + 0,007
Zn 313+8 291 +10 12,5+0,3 12,3+0,4

* Valor informado.

Analisando os resultados apresentados na Tab. 21 para a decomposicao por
MW-UV-AD do CRM BCR 060 (Aquatic plant) com HNO3; 2 mol I'", observou-se boa
concordancia entre 93 e 105% entre os valores certificados e os valores
determinados, para os analitos Cd, Cu, Mn, Pb e Zn. Para o As a concordéancia foi de
78% 0 que pode ser atribuido a esse valor ser apenas informado. Para Cr, Ni e V as
concordancias foram de 106, 101 e 85%, respectivamente, quando comparado o
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valor informado com o valor determinado. Para o Mo a concordancia entre o valor
informado e o valor determinado foi de 37%. Os RSDs para estas determinacdes
foram de 1 a 9% para todos os analitos, com excec¢ao para V em que o RSD da
medida foi de 11%.

Na decomposicao por MW-UV-AD do CRM NIST 1515 (Apple leaves) com
HNO;s 2 mol I, conforme resultados da Tab. 21, houve concordancia entre 95 e
110% entre os valores certificados e os valores determinados para os analitos Cd,
Cu, Mn, Mo, Ni, Pb e Zn. Também verificou-se concordancia de 100% entre o valor
informado e o valor determinado para o Cr. Para o V a concordancia entre o valor
certificado e o valor determinado foi de 88%. Contudo, o As n&o foi possivel de ser
determinado no CRM, por ter ficado abaixo do limite de deteccdo do método. Os
RSDs para estas medidas foram de 1 a 8% para todos os analitos.

Quando realizada a analise estatistica dos resultados determinados nos
CRMs BCR 060 (Agquatic plant) e NIST 1515 (Apple leaves) com os valores
certificados e informados (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) observou-se que nao
houve diferenca significativa para todos os analitos, com excecao para Mo, V e Zn
que apresentaram diferenca significativa no CRM BCR 060 (Aquatic plant).

Desta forma, foi comprovada a exatiddo do método de decomposicdo MW-
UV-AD utilizando HNO3 2 mol I, sendo assim aplicado para as demais amostras de
algas avaliadas neste trabalho, conforme sera apresentado no item 4.7 (Resultados

e Discusséo).

4.5.2 Decomposicao assistida por radiacao micro-ondas e ultravioleta
com solucao diluida de HNO; e H,0O,

A decomposigéo foi realizada utilizando solugées de HNO3 nas concentragdes
de 0,5 e 1 mol I'" devido a baixa eficiéncia de decomposicédo quando estas solucdes
foram aplicadas no preparo da amostra empregando como reagente oxidante
apenas o HNO; diluido com a lampada UV assistida por radiacdo micro-ondas,
conforme estudo do item 4.5.1 (Resultados e Discussdo). A avaliagao da influéncia
do H.O, 30% como reagente oxidante, que pode auxiliar na decomposicdo das
amostras, foi feita pela utilizagdo de 1 ml de H.O; para a solugdo de HNO3 0,5 mol I
e de 1ml e de 4 ml de H,O, para a solugdo de HNO3 1 mol I'".
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Quando a solugdo de HNO3z 0,5 mol I'' foi utilizada com 1 ml de H,0; a
decomposicao aparentemente nao foi eficiente, pois apresentou um digerido com
aspecto amarelo com presenca de material particulado em suspensido. Nestes
digeridos foi feita a determinacdo do RCC que comprovou que a decomposicao nao
foi eficiente, com o RCC de 24 + 1,7%. Além disso, foi determinado a acidez residual
que foi de 22 * 0,9%. Para determinar os metais nos digeridos por ICP-MS foi
preciso centrifugar as solugcdes, para evitar que o material particulado chegasse ao
nebulizador do equipamento, podendo causar entupimento e também efeito de
mem©ria para alguns analitos (EVANS; GIGLIO, 1993; ANTES et al., 2011).

Quando a decomposicdo da amostra foi realizada com HNOz 1 mol I'" e com 1
ml de H>O. o digerido final no frasco reacional apresentou aspecto limpido, com
valor de RCC de 2,9 + 0,5%. Este aumento na eficiéncia de decomposicao utilizando
HNO3 1 mol I'' pode ser justificado pela agdo catalitica proporcionada pela radiagao
UV ao entrar em contato com o H,O, formando assim, espécies reativas que
contribuem para a oxidacdo da matéria organica. Nos mesmos digeridos, foi
determinada a acidez residual onde verificou-se um aumento da acidez (26 + 2%)
quando comparada com a acidez do digerido apds digestdo com HNO; 1 mol I e
0,5 ml de H2O,, esse fato pode estar relacionado a decomposi¢do do H.O, que leva
a liberacao de O, na fase gasosa que vem a participar do mecanismo de
regeneracao do HNOj3, conforme mostrado pelas equacdes no item 2.4.1.3 (Revisao
Bibliografica). Cabe ressaltar entdo, que o H.O, além da acdo oxidante, pode ser
utilizado como fonte alternativa de Oa.

Quando a solugdo de HNOs; 1 mol I foi utilizada juntamente com 4 ml de
H.O,, foi observada uma decomposicao mais eficiente da amostra em um dos
frascos reacionais. Contudo, para os outros dois frascos ocorreu a decomposicao
dos discos de PTFE posicionados na parte superior da lampada de UV,
provavelmente devido a um pequeno depédsito de amostra que ficou entre o disco e
a antena da lampada. Este residuo pode ter ocasionado uma reacdo brusca da
amostra, provocando a deterioracdo do disco. Cabe destacar que a temperatura
maxima atingida pelo sistema foi de 198 °C e a presséo final foi de 80 bar, em
nenhum momento foi ultrapassada as condigdes maximas permitidas pelo fabricante
do equipamento. Conforme dados da literatura, temperaturas menores que 240 °C
sdao consideradas despreziveis para materiais de PTFE, nao ocasionando
deformacdes ao material (NOGUEIRA et al., 2010). Na Fig. 12 pode ser observado
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(a) e (b) o aspecto do disco de PTFE no interior do frasco reacional, (c) a amostra
depositada entre o disco de PTFE e a antena da |lampada, vista superior do disco de
PTFE (d) danificado e do disco de PTFE (e) sem danos. E importante ressaltar que
nao foi observado nenhuma deterioracao da lampada de emisséo de radiagao UV.

Deposito de
amostra

Figura 12 - (a) e (b) Decomposigéo do disco de PTFE no interior do frasco reacional,
(c) amostra depositada entre o disco de PTFE e a antena da lampada de
emissdo de radiacao UV, vista superior do disco de PTFE (d) danificado
e (e) sem danos.

Apds o incidente, o procedimento foi novamente repetido tomando o cuidado
para que nao ficasse amostra depositada no bulbo da lampada de UV. Desta forma,
foi avaliada a solugdo de HNOs; 1 mol I'" com 4 ml de H,O,, nesta condicdo o
digerido apresentou um aspecto limpido e a eficiéncia da decomposicdo pode ser
comprovada pelo valor de RCC de 1,1 £ 0,02% (m/m). Nos mesmos digeridos foi
determinada a acidez residual que teve como resultado um aumento da acidez o que
€ um indicativo do mecanismo de regeneragéo do acido, acidez de 27 + 1,8% (m/v).

O aspecto dos digeridos obtidos apés a decomposicao por MW-UV-AD da
alga Desmarestia anceps utilizando HNO3 nas concentracdes de 0,5 e 1 mol I'' e o
reagente auxiliar HxO2 1 e 4 ml podem ser observados na Fig. 13.
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MWAD MW-UV-AD

14,4 0,5+ 1 1+1 1+4
HNO; (mol I'") + H20, (ml)

Figura 13 - Aspecto dos digeridos ap6s a decomposicdo da alga Desmarestia
anceps com HNO3; conc. por MWAD e com solugdes de HNO3; 0,5 e 1
mol I'", H202 1 e 4 ml e com a lampada de emissao de radiagdo UV.

Comparando o aspecto dos digeridos ap6s decomposicao por MW-UV-AD
utilizando somente HNO3 1 mol I”" com o digerido utilizando HNOz 1 mol I'' e 0 H20»
fica evidente a agdo do H».O, como agente oxidante da matéria organica, devido a
sua degradacao no meio reacional, liberando espécies reativas que contribuem para
a decomposicado da amostra além de servir como fonte alternativa para a formacéao
de O, que reage com NO regenerando o HNOj;. O aspecto dos digeridos apds
decomposi¢do por MW-UV-AD (a) apenas com HNO3 1 mol I'" e (b) com HNO3 1 mol

I + H0» 1 ml podem ser observados na Fig. 14.
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Figura 14 - Aspecto dos digeridos apdés a decomposicao por MW-UV-AD da alga
Desmarestia anceps (a) somente com solucdo de HNO3; 1 mol I e (b)
com HNOs 1 mol I + HyO 1 ml.

Os resultados obtidos por ICP-MS ap6s a otimizagao do procedimento de
preparo de amostra utilizando HNO; diluido nas concentragées de 0,5 e 1 mol I,
H2-O2 nos volumes de 1 e 4 ml e a lampada de emissao de radiacdo UV assistida por
radiacdo micro-ondas e os resultados apdés decomposicdo por MWAD com HNO;

conc. utilizado como referéncia nesta avaliagcao, sdo apresentados na Tab. 22.
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Tabela 22 - Determinacao de metais na alga Desmarestia anceps por ICP-MS, ap6s
decomposi¢do com HNO; conc. e com HNO3; 0,5 e 1 mol I, H,0, 1 e 4
ml com lampada de emissdo de radiacdo UV assistida por radiacao

micro-ondas, (ug g, n=3).

MWAD MW-UV-AD
Analito HNO; HNO3 0,5 mol " HNOz 1 mol " HNO3 1 mol I
14,4 mol I +1 ml H20; +1 ml H20; + 4 ml HxO,
As 28,0+ 0,6 28,0+ 0,9 31,0+0,2 30,0 +0,7
Cd 0,58 + 0,02 0,54 + 0,01 0,57 + 0,02 0,54 + 0,03
Cr 4,30 + 0,30 0,84 + 0,20 3,70+ 0,20 3,20+ 0,10
Cu 5,30 + 0,40 2,90 + 0,60 5,70 + 0,20 5,40 + 0,01
Mn 15,0 + 0,4 7,90 + 0,30 11,0 £0,4 12,0 £ 0,1
Mo 0,41 £ 0,04 0,31 0,02 0,40 + 0,01 0,37 + 0,01
Ni 27,0+0,8 15,0 £2,5 28,0+ 0,3 26,0 +0,7
Pb 0,43 + 0,02 0,09 + 0,04 0,55 + 0,04 0,47 + 0,04
Vv 3,00 +0,10 2,20 + 0,25 3,40 £ 0,12 2,90 0,12
Zn 26,0 £1,7 220+1,2 28,0 2,1 25,0+ 1,2

Analisando os resultados mostrados na Tab. 22 determinados por ICP-MS
apds a decomposicao por MW-UV-AD com HNOj3 nas concentragdes de 0,5 e 1 mol
I e H,0; nos volumes de 1 e 4 ml pode-se verificar, comparando com os resultados
de referéncia obtidos apés preparo da amostra por MWAD com HNO3; conc., que na
condicdo em que foi utilizado HNO3 0,5 mol I'" com H,0, 1ml a decomposicdo nao
foi totalmente eficiente e, por isso, as concordancias nao foram satisfatérias para
alguns analitos como Cr e Pb, que foram de 20 e 21%, respectivamente. Para os
analitos Cu, Mn, Mo, Ni e V as concordancias foram entre 53 e 76% quando
comparadas com os resultados obtidos apés decomposicao por MWAD. Para os
analitos As, Cd e Zn as concordancias foram entre 85 e 100% quando comparado
aos resultados obtidos apéds digestao pelo método de referéncia. Quando utilizada a
solucdo de HNO3 1 mol I" e H,02 1 ml observou-se concordancias entre 98 e 113%
para os analitos As, Cd, Cu, Ni, Mo, V e Zn. Para os analitos Cr e Mn as
concordancias com os valores obtidos por MWAD foram de 86 e 73%,
respectivamente e para o Pb a concordancia foi de 128%. Quando utilizada a
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solugdo de HNO3; 1 mol I'' e H,O» 4 ml verificou-se concordancias entre 90 e 109%
para os analitos As, Cd, Cu, Mo, Ni, Pb, V e Zn quando comparado com as
concentracdes determinadas apds digestdao por MWAD com HNOj3; conc. Para os
analitos Cr e Mn as concordancias com os valores obtidos por MWAD foram 74 e
80%, respectivamente.

Os RSDs encontrados nas determinagdes por ICP-MS ap6s decomposicao
por MW-UV-AD com HNO; 0,5 mol I'' e H,O» 1 ml foram entre 2 e 6% para As, Cd,
Mn, Mo e Zn. Para os analitos Cr, Cu e Ni os RSDs das medidas foram entre 17 e
24%. Para o Pb o RSD da determinacao foi de 44% e para V foi de 11%. Os
elevados RSDs para estas determinacoes justificam-se pelo fato da decomposicéo
da amostra ndo ter sido eficiente, o que acarretou em uma grande variagdo nas
medidas dos analitos. Quando realizada a decomposicao pelo método MW-UV-AD
com HNO;z 1 mol I e H,0, 1 e 4 ml, os RSDs das determinagées foram entre 0,2 e
9% para todos os analitos.

Os resultados apés a decomposicao por MW-UV-AD empregando HNO; e
H.O,, foram avaliados por andlise estatistica, utilizando como referéncia os
resultados obtidos apds o preparo por MWAD com HNOj3; conc., onde verificou-se
que nao houve diferenca significativa, com nivel de 95% de confianca (GraphPad
InStat, Tukey, P>0,05), para os analitos Cd e Zn para todas as condicées de HNO; e
H.O, avaliadas e para o analito As ndo houve diferenca significativa apenas na
condicdo em que foi utilizada a solugdo de HNO3z 0,5 mol I'' e H,O, 1ml. Para os
analitos Cu, Mo, Ni e V ndo houve diferenca significativa quando utilizado a solugao
de HNO3 1 mol I'" com H,0, 1 e 4 ml e para o Pb apenas quando foi utilizada a
solucdo de HNO3 1 mol I'" e H,02 4 ml, utilizando como parametro de referéncia a
decomposicdo por MWAD com HNOj3; conc. Para os analitos Cr e Mn houve
diferenca significativa para todas as condicées de HNO3; e H.O, avaliadas quando
comparado aos resultados obtidos apds digestdo pelo método de referéncia.

Conforme pode ser observado em alguns trabalhos na literatura, o HNO;3
normalmente é utilizado em associagdo com o H,O, (ARAUJO, et al., 2002; FARIAS,
et al., 2002; MOREDA-PINEIRO et al., 2012) devido a sua forte acdo oxidante sobre
a matéria organica da amostra, além de servir como fonte alternativa de O, que
participa da regeneracdo do acido aumentando a eficiéncia de decomposicao do
acido (BlIZZI, 2012). Além disso, segundo o autor Limbeck (2006), com a adicéo do
H.O,, os teores de carbono sdo reduzidos significativamente nas solucbes apos
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decomposicao, devido a formacao de espécies reativas de O,. Isso vem a justificar a
eficiente decomposicdo de 500 mg da amostra de alga Desmarestia anceps obtida
utilizando HNO3 1 mol I"' junto com HzO, 1 ml e com a radiagdo UV assistida pela
radiacdo micro-ondas, quando comparada com a decomposicdo por MW-UV-AD
utilizando somente o HNO3 1 mol I”.

4.6 Brancos analiticos e limites de deteccao

Uma das dificuldades de se determinar baixas concentracdes de diversos
analitos geralmente estd associada com os elevados valores encontrados para os
brancos, que podem ocorrer devido a utilizacdo de reagentes com baixo grau de
pureza, qualidade dos materiais e equipamentos utilizados na etapa de preparo da
amostra e também a forma de descontaminagcdo desses materiais. Além disso, outro
fator responsavel por elevados valores de brancos € a contaminacao pelo ar (KRUG;
SANTOS JUNIOR, 2010).

Tendo em vista que os reagentes utilizados nos procedimentos de preparo
das amostras foram HNO3; concentrado e diluido que foi previamente bidestilado e
H.O,, os baixos valores de branco para os elementos investigados atestam a boa
qualidade dos reagentes utilizados durante a etapa de decomposicao das amostras.
Os valores dos brancos para o procedimento de decomposicado utilizado como
referéncia MWAD conc., para o procedimento de decomposicdo MW-O,-AD na
condicdo de HNO; 3 mol I e para o procedimento MW-UV-AD na condigdo de HNOg
2 mol I'" e na condicdo de HNO; 1mol I' e H,O, 1 ml podem ser observados na Tab.
23.
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Tabela 23 - Determinacdo dos brancos analiticos por ICP-MS apéds os
procedimentos de decomposi¢cao por MWAD, MW-O,-AD, MW-UV-
AD somente com HNO3; e com HNO3 e H205, (ug I™).

MW-UV-AD MW-UV-AD

Analito MWAD MW-O,-AD HNOs HNOs + HsO»
As < 0,043 0,030 0,090 0,190
Cd 0,010 0,020 < 0,037 < 0,450
Cr < 0,099 < 0,185 0,180 0,250
Cu 2,20 0,50 0,64 0,77
Mn 0,03 0,01 0,07 0,19
Mo 0,003 0,010 0,030 0,020
Ni 0,36 0,14 0,23 0,37
Pb 0,11 0,01 0,02 0,02
\Y% < 0,283 0,040 0,170 0,150
Zn 6,4 0,71 6,4 6,7

Conforme pode ser observado na Tab. 23, os valores para os brancos apés o
método de decomposicao MWAD com &cido conc. foram praticamente despreziveis
para os analitos Cd, Mn e Mo. Os valores dos brancos para os analitos As, Cr e V
ficaram abaixo do limite de detecgéo instrumental. O maior valor de branco foi para o
Zn que pode ser ocasionado pela presenca de contaminantes nos reagentes e até
mesmo na agua utilizada para lavar os materiais. Quando comparados os brancos
obtidos apo6s decomposicdo pelo método MW-O.-AD com os brancos apds
decomposicao pelo método de referéncia, verificou-se que ocorreu uma diminuicao
para quase todos os analitos, 0 que pode ser devido a menor concentracao acida
utilizada, HNOz 3 mol I"'. Neste caso o valor de branco para Zn foi extremamente
menor quando comparado com o obtido apés MWAD, o que pode ser um indicativo
de uma possivel contaminacdo durante o preparo da amostra, uma vez que, as
fontes de Zn sdo comuns no laboratério.

No procedimento de decomposicdo MW-UV-AD utilizando como agente
oxidante somente HNO; 2 mol I os valores para os brancos foram maiores para
todos os analitos com excec¢ao para Cd que ficou abaixo do limite de deteccéo
instrumental, quando comparados com os brancos do método MW-O,-AD 3 mol I e
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pressao 5 bar de O,. Quando comparado ao método de decomposicado MWAD com
acido conc. os brancos foram maiores para os analitos As, Cr, Mn, Mo e V para os
demais analitos Cu, Ni e Pb os valores de brancos foram menores para o método
MW-UV-AD. O esperado para o método MW-UV-AD é que os valores para os
brancos fossem menores para todos os analitos, quando comparado com 0s outros
dois métodos, uma vez que, o acido utilizado como agente oxidante apresenta uma
concentracdo menor, provavelmente isso ndo tenha acontecido porque os materiais
usados no preparo por MW-UV-AD sao mais dificeis de serem descontaminados
quando comparados aos materiais usados nos métodos de preparo MWAD e MW-
O2-AD.

No procedimento de decomposicdo MW-UV-AD utilizando HNOs 1 mol I e
H-O2 1 ml, os valores para os brancos foram maiores para os analitos As, Cr, Cu,
Mn, Ni e Zn, quando comparados aos valores para os brancos apés decomposi¢ao
por MW-UV-AD usando apenas HNO3z 2 mol I'". Esse aumento pode ser devido ao
uso de H>O,, em funcao da dificuldade de purificacao deste reagente.

Quando comparado os valores para os brancos apds decomposicao pelo
método MW-UV-AD utilizando HNO3; 1 mol I" e H,O, 1 ml com os valores para os
brancos ap6s decomposi¢édo pelo método MWAD utilizando HNO3 conc., verificou-se
qgue os valores para os brancos foram maiores para todos os analitos, com excecao
para o Cd que ficou abaixo do LOD instrumental e para Cu e Pb, o que pode ser
mais uma evidéncia de uma possivel contaminacao pelo uso de H.O».

Os limites de deteccado para cada método de decomposicdo MWAD com
HNO3 conc., MW-O,-AD com HNO3 3 mol I e 5 bar de O,, MW-UV-AD com HNO; 2
mol I e MW-UV-AD com HNO3 1 mol I e H,0, 1 ml, foram calculados em funcéo da
necessidade de diluicdo e massa utilizada na decomposi¢cdo. Os LODs foram
calculados segundo a férmula: LOD = [(desvio padrdo para 10 determinacbes do
branco) x 3] + [(concentracdo do branco x fator de diluicdo) x (volume de
afericio/menor massa de amostra)]. Os limites de deteccao obtidos por ICP-MS,
apds a decomposicao das amostras por diferentes métodos de preparo sao
apresentados na Tab. 24.
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Tabela 24 - Limites de deteccéao obtidos por ICP-MS apds os métodos de preparo de
amostra MWAD, MW-0O,-AD, MW-UV-AD somente com HNO; e MW-
UV-AD com HNO;3 e H»03, considerando 500 mg de amostra, (ug g™).

Analito MWAD MW-O,-AD MVL':\]J(\;;AD H'\[/LV(\;'SUJFVI;AQBZ
As 0,026 0,019 0,016 0,021
Cd 0,001 0,002 0,002 0,027
Cr 0,018 0,011 0,019 0,008
Cu 0,494 0,010 0,059 0,049
Mn 0,006 0,004 0,046 0,007
Mo 0,001 0,002 0,002 0,003
Ni 0,086 0,004 0,017 0,037
Pb 0,019 0,003 0,009 0,001
Y 0,017 0,002 0,017 0,008
Zn 1,450 0,030 0,810 0,430

Como pode ser observado na Tab. 24, os LODs obtidos apresentaram valores
distintos, baseados nos diferentes reagentes empregados para os métodos de
decomposicdo da amostra. Para a grande maioria dos analitos, os melhores LODs
foram alcangcados nas determinacdes apés decomposicao por MW-O,-AD.

4.7 Determinacao de metais em algas por ICP-MS apdés a decomposicao
utilizando MWAD, MW-O,-AD e MW-UV-AD

Os métodos desenvolvidos para a decomposicao da alga Desmarestia anceps
utilizando os sistemas MW-O,-AD e MW-UV-AD foram empregados para a
decomposicdo das algas Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Prasiola crispa e
Pyropia endiviifolia para a posterior determinacdo de metais por ICP-MS. As
condices utilizadas para a decomposicao das algas foram solugdes de HNO3; 3 mol
I”" com pressédo de 5 bar de O, para 0 método MW-O,-AD e HNO3 2 mol I para o
método MW-UV-AD. Além disso, a decomposicao destas algas também foi feita
usando o sistema MWAD com HNOj; concentrado, utilizado como parametro de
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referéncia, por ser um método de decomposicdo consolidado na literatura para
varios tipos de amostras.

Desta forma, foram determinados os metais As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, V
e Zn por ICP-MS nas algas e os resultados obtidos para cada espécie podem ser
observados nas Tabs. 25, 26, 27 e 28. Além disso, foram determinados nestas algas
o RCC para avaliar a eficiéncia da decomposicao e a acidez residual nos digeridos

para avaliar o consumo de acido na decomposi¢ao da amostra.

Tabela 25 - Resultados obtidos para a concentragdo de metais na alga Iridaea
cordata por ICP-MS apés os procedimentos de decomposicao MWAD,
MW-O,-AD e MW-UV-AD, (ug g, n=3).

Analito MWAD MW-O,-AD MW-UV-AD
As 11,0 +0,4 11,7+0,6 11,0+0,8
Cd 0,60 + 0,01 0,66 + 0,06 0,65 + 0,06
Cr 0,88 + 0,08 0,92 £ 0,05 0,92 £0,08
Cu 3,00 £ 0,20 3,30 £ 0,05 3,10 £ 0,32
Mn 7,00+0,10 6,70 £ 0,24 6,50 + 0,52
Mo 0,200 + 0,004 0,240 +0,013 0,230 £ 0,017
Ni 0,600 = 0,010 0,620 + 0,033 0,620 = 0,020
Pb 0,100 + 0,003 0,100 + 0,003 0,110 + 0,020
Vv 3,50 £ 0,10 3,20 £ 0,12 3,30 £ 0,29
Zn 28,0 +2,0 26,0 +1,4 25,0+ 1,9

Analisando os resultados apresentados na Tab. 25 ap6s preparo da alga
Iridaea cordata pelo método MW-O,-AD com HNO;z; 3 mol I" e 5 bar de O,
comparando com o método MWAD com HNOj; conc. utilizado como referéncia,
foram observadas concordancias entre 91 e 106% para os analitos As, Cr, Mn, Ni,
Pb, V e Zn. Para os analitos Cd e Cu foi observado concordancia de 110% com os
valores obtidos por MWAD e para o Mo a concordancia foi de 120%.

Ao compararmos os resultados apds decomposicéao pelo método MW-UV-AD
com HNO3 2 mol I'' com o método de referéncia MWAD com HNO; conc., verificou-
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se concordancias entre 93 e 108% para os analitos As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e V.
Para os analitos Mo e Zn as concordancias com os valores obtidos por MWAD foram
de 115 e 89%, respectivamente.

Ainda com base nos resultados da Tab. 25 os RSDs encontrados nas
determinacdoes por ICP-MS apés decomposicao da alga Iridaea cordata pelos
métodos MWAD com HNO; conc., MW-O2-AD com HNO3; 3 mol I e 5 bar de Oz e
MW-UV-AD com HNO; 2 mol I foram entre 1 e 10% para todos os analitos, exceto
para o Pb em que o RSD da medida foi de 19% quando a decomposicao da alga foi
realizada pelo método MW-UV-AD com HNO; 2 mol I”.

Quando realizado o estudo estatistico dos resultados obtidos por ICP-MS,
apds a decomposicao da alga Iridaea cordata, pelos trés métodos avaliados neste
estudo, verificou-se que nao houve diferenca significativa, com 95% de nivel de
confianca (GraphPad InStat, Tukey) para todos os analitos, exceto para o Mo que
tem diferencga significativa quando comparado o resultado ap6s MWAD com HNO;

conc. com o resultado apds preparo da amostra utilizando MW-O.-AD.

Tabela 26 - Resultados obtidos para a concentracdo de metais na alga Palmaria
decipiens por ICP-MS apés os procedimentos de decomposicao
MWAD, MW-O,-AD e MW-UV-AD, (ug g™, n=3).

Analito MWAD MW-O,-AD MW-UV-AD
As 5,30 £0,13 5,70 £ 0,11 5,90 +0,10
Cd 0,31 + 0,020 0,31 + 0,020 0,310 £ 0,002
Cr 1,42 £0,05 1,40 £ 0,08 1,45 £ 0,06
Cu 1,210 + 0,006 1,210 + 0,008 1,210 £ 0,010
Mn 7,20 + 0,01 7,30 £ 0,27 7,30 +£0,14
Mo 0,340 + 0,020 0,360 = 0,030 0,360 + 0,005
Ni 2,05 +0,07 2,11 £ 0,02 2,09 £0,05
Pb 0,330 £ 0,014 0,320 + 0,007 0,300 + 0,002
\ 7,50 + 0,06 7,20 + 0,31 7,60 +0,30
Zn 20,0 +0,7 20,0 + 0,1 20,0+0,8
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Com base nos valores apresentados na Tab. 26 apds a aplicagdo do método
de decomposicdo MW-O,-AD com HNO;z 3 mol I' e 5 bar de Oy, para a alga
Palmaria decipiens, utilizando como parametro de referéncia os resultados obtidos
apos o procedimento de decomposicao MWAD com HNOj3; conc., observou-se que
para todos os analitos as concordancias obtidas encontram-se entre 96 e 108%,
sendo a menor concordancia para o V e a maior concordancia para o As.

Quando avaliada a concordancia entre os métodos de preparo MW-UV-AD
com HNO; 2 mol I e MWAD com HNO; conc. verificou-se que para todos os
analitos as concordancias foram entre 91 e 111%.

Os RSDs encontrados nas determinagdes por ICP-MS para a alga Palmaria
decipiens, apds decomposicao utilizando os trés métodos de preparo de amostra
foram entre 0,1 e 8% para todos os analitos.

Quando realizada a analise estatistica dos resultados obtidos apos
decomposicado pelos trés métodos de preparo de amostra, verificou-se que nao
houve diferenga significativa, com 95% de nivel de confianca (GraphPad InStat,
Tukey) para todos os analitos, com exce¢do para o As que apresentou diferenca
significativa quando comparado o método de referéncia (MWAD) com os dois
métodos propostos (MW-O»-AD e MW-UV-AD) e para o Pb que apresentou
diferenca significativa quando comparado o método de referéncia (MWAD) com o
método proposto (MW-UV-AD).



118

Tabela 27 - Resultados obtidos para a concentracdo de metais na alga Prasiola
crispa por ICP-MS apés os procedimentos de decomposicao MWAD,
MW-O,-AD e MW-UV-AD, (ug g, n=3).

Analito MWAD MW-O,-AD MW-UV-AD
As 2,30 + 0,07 1,90 + 0,01 1,20 £ 0,02
Cd 0,12 + 0,01 0,14 + 0,01 0,13 £ 0,02
Cr 30,0+1,6 28,0+1,2 15,0+1,0
Cu 40,0 £1,6 37,0 1,2 34,0+ 1,0
Mn 202 +18 198 + 4 171 £ 4
Mo 0,63 + 0,04 0,32 £ 0,01 0,06 + 0,02
Ni 2,90 +0,10 2,60 + 0,07 2,40 + 0,07
Pb 1,30 £ 0,13 1,10 £ 0,01 0,87 £ 0,04
Vv 240+1,4 19,0 £1,0 6,20 + 0,40
Zn 51,0+2,2 41,0£0,8 35,0 £2,5

Com base nos valores apresentados na Tab. 27 apds a decomposicao pelos
métodos MW-O»-AD com HNO3z 3 mol I e 5 bar de O, e MW-UV-AD com HNO; 2

mol I para a alga Prasiola crispa, utilizando como parametro de referéncia os

resultados obtidos apds o procedimento de decomposicdo MWAD com HNO; conc.,

foi possivel observar que para alguns analitos ocorreu uma variagao entre 0s

resultados, provavelmente isso tenha ocorrido pelo excesso de material particulado

que ficou no digerido ao final da decomposicdo. O aspecto dos digeridos obtidos

apds a decomposicdo por MWAD com HNO; conc. e MW-UV-AD com HNO3 2 mol I

da alga Prasiola crispa podem ser observados na Fig. 15.



119

Figura 15 - Aspecto dos digeridos apds a decomposi¢ao da alga Prasiola crispa pelo
método (a) MWAD com solugado de HNOj3; conc. e pelo método (b) MW-
UV-AD com solucdo de HNO3 2 mol I

Quando avaliada a concordéancia entre os resultados obtidos pelos métodos
de preparo MW-O2-AD com HNO3 3 mol I e 5 bar de O, e MWAD com HNO; conc.
utilizado como referéncia, verificou-se que ficaram entre 79 e 85% para os analitos
As, Pb, V e Zn e para o Mo a concordancia foi de 51%. Para os analitos Cd, Cr, Cu,
Ni e Mn as concordancias foram de 117, 93, 93, 90 e 98%, respectivamente, quando
comparadas com os resultados obtidos apds o preparo de amostra por MWAD com
HNO; conc.

Ainda com base nos resultados da Tab. 27, foi possivel verificar que quando
comparado os resultados apés decomposicdo da amostra pelo método MW-UV-AD
com HNO3 2 mol I'' com os resultados ap6s preparo de amostra por MWAD com
HNO3; conc., concordancias entre 50 e 69% foram obtidas para os analitos As, Cr,
Pb e Zn e para o Cd a concordancia foi de 108%. Para os analitos Cu e Mn a
concordancia foi de 85% e para o Ni foi de 83% com os valores obtidos apds
preparo por MWAD. Para os analitos Mo e V as concordancias nao foram
satisfatérias, sendo essas de 10 e 26%, respectivamente, quando comparadas aos
resultados ap6s decomposicao pelo método de referéncia.
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Os RSDs encontrados nas determinacdes por ICP-MS para a alga Prasiola
crispa, apés decomposicao pelos métodos MWAD com HNOj; conc., MW-O,-AD com
HNO3 3 mol I" e 5 bar de O, e MW-UV-AD com HNO3 2 mol I foram entre 0,5 e
10% para todos os analitos, exceto para o Cd e Mo em que os RSDs das medidas
foram de 15 e 33%, respectivamente, quando utilizado o método de preparo MW-
UV-AD. Além disso, os resultados obtidos apds decomposicao pelos métodos de
preparo de amostra MWAD, MW-O,-AD e MW-UV-AD néo apresentaram diferenca
significativa, com 95% de nivel de confianca (GraphPad InStat, Tukey) para Cd
quando comparado o método de referéncia com os outros dois métodos avaliados.
Para os analitos As, Mo, Ni, Pb, V e Zn houve diferenca significativa quando
comparado o método de referéncia (MWAD) com os outros dois métodos (MW-O,-
AD e MW-UV-AD), os analitos Cr, Cu e Mn apresentaram diferenca significativa
quando comparado o método de referéncia (MWAD) com o método proposto (MW-
UV-AD).

Com base nas determinagdes dos metais e nos RSDs das medidas verificou-
se maior variagdo nos resultados obtidos quando utilizado o método de
decomposicdo por MW-UV-AD comparado com o método de referéncia. Essa
variagdo dos resultados para alguns analitos, pode ser pelo fato da decomposicéao
nao ter sido satisfatéria, conforme pode ser visto na Fig. 15. Neste caso, por se tratar
de uma matriz mais complexa, quando comparada as demais algas analisadas neste
estudo, o0 método MW-UV-AD utilizando solugdo de HNO3; 2 mol I ndo foi apropriado
para a decomposicao da alga Prasiola crispa, desta forma, faz-se necessario mais
estudos para a decomposicdo desta alga. Ainda cabe destacar, que para o método
MW-O,-AD utilizando solucdo de HNOz 3 mol I e 5 bar de O, os resultados foram
satisfatorios apenas para alguns analitos, neste caso, também faz-se necessario
mais estudos a respeito do método de preparo para essa alga.

Assim, tendo em vista a presenca de uma quantidade bastante significativa de
material particulado nos digeridos, € importante realizar um estudo com a utilizacéo
de uma mistura de acidos (HNO3 conc. e HF) para o método MWAD, pelo fato do HF
ter a capacidade de aumentar a solubilidade e a estabilidade de alguns elementos
como o silicio, assim possibilitando verificar se a determinacdo de alguns analitos

nao foi alterada pela presenca da matriz da amostra.
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Tabela 28 - Resultados obtidos para a concentracdo de metais na alga Pyropia
endiviifolia por ICP-MS apbs os procedimentos de decomposicido
MWAD, MW-O,-AD e MW-UV-AD, (ug g™, n=3).

Analito MWAD MW-O,-AD MW-UV-AD
As 26,0 +0,7 26,0+0,8 26,0 £0,5
Cd 3,81 +0,17 3,49 + 0,03 3,46 + 0,08
Cr 1,35 £ 0,01 1,37 £ 0,14 1,21 £ 0,01
Cu 1,510 + 0,007 1,510 £ 0,002 1,520 + 0,001
Mn 350+1,0 37,0+0,2 37,0+0,3
Mo 1,07 £ 0,09 1,11 £0,03 1,06 + 0,05
Ni 2,13 +0,02 2,11 +£0,09 2,11 +£0,03
Pb 0,240 £ 0,015 0,220 £ 0,028 0,230 + 0,010
\ 3,00 + 0,01 3,10+0,14 3,10 £ 0,01
Zn 34,0+0,8 34,0+0,4 34,0+04

Analisando os resultados mostrados na Tab. 28, apdés decomposicao pelo
método MW-O,-AD com HNO; 3 mol I'' e 5 bar de O, e pelo método MW-UV-AD
com HNO; 2 mol I'!, ambos comparados com os resultados apds decomposicéo pelo
método MWAD com HNOj; conc., para a alga Pyropia endiviifolia, verificou-se
concordancias entre 91 e 106% para todos os analitos estudados. Além disso, os
RSDs das medidas foram entre 0,1 e 10% para os resultados ap6s decomposi¢ao
pelos trés métodos avaliados, excecdo apenas para o Pb em que o RSD da
determinacao foi de 13%, quando realizada a decomposi¢do pelo método MW-O,-
AD.

Quando realizada a analise estatistica (GraphPad InStat, Tukey) dos
resultados para a alga Pyropia endiviifolia ap6s decomposicao pelos métodos MW-
O,-AD com HNO;z 3 mol I'' e 5 bar de O, e MW-UV-AD com HNO; 2 mol I
comparados ao método de referéncia MWAD com HNO3 14,4 mol I, verificou-se
que nao houve diferenca significativa para todos os analitos, com excec¢ao para o Cd
e Mn que apresentaram diferenca significativa quando comparados o método MWAD
com os métodos MW-O,-AD e MW-UV-AD.
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Para avaliar a eficiéncia da decomposicao dos métodos MWAD com HNO;
conc., MW-O,-AD com HNO3 3 mol I e 5 bar de O, e MW-UV-AD com HNO; 2 mol
I para as algas Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Prasiola crispa e Pyropia
endiviifolia, foram determinados nos digeridos o teor de carbono residual
remanescente na solucédo, onde foi possivel verificar que para todas as algas o
menor teor de RCC foi obtido quando utilizado no procedimento de decomposicéao
HNO;3; conc., (entre 0,68 e 1,20%), seguida pela decomposi¢cdo com acido diluido e
com sistema pressurizado (entre 1,7 e 7,0%) e por ultimo a decomposicdo com acido
diluido e lampada de UV (entre 3,0 € 9,4%).

Como pode ser observado na Fig. 16, quando utilizado o procedimento MW-
UV-AD para a alga Pyropia endiviifolia o RCC nos digeridos foi maior quando
comparado aos RCC nos digeridos das algas Desmarestia anceps, Iridaea cordata e
Palmaria decipiens, mas foi inferior a 10%, sendo que esse teor ndo ocasionou
interferéncias significativas nas determinagdes, portanto o método proposto MW-UV-
AD foi satisfatério para a decomposicao da alga Pyropia endiviifolia.

Quando determinada a acidez residual nos digeridos das algas Iridaea
cordata, Palmaria decipiens, Prasiola crispa e Pyropia endiviifolia para o
procedimento feito com acido concentrado, foi observado que o menor teor de acido
residual foi de 71,1 £ 0,8% na alga Pyropia endiviifolia. Para o procedimento que
utilizou solugédo de HNO3; 3 mol I e 5 bar de O, 0 menor teor de acidez residual foi
de 62,0 + 0,6% na alga Pyropia endiviifolia. Para o procedimento realizado com
solucdo de HNO3; 2 mol I'' e com a lampada de emissdo UV, pode-se observar que o
menor teor de acidez residual foi de 38,0 + 0,2% também para a alga Pyropia
endiviifolia.

Na Fig. 16 pode ser observada uma comparacao dos resultados obtidos para
o RCC e acidez residual para as algas Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Prasiola
crispa e Pyropia endiviifolia apés a decomposicao por MWAD, MW-O,-AD e MW-UV-
AD, bem como para alga Desmarestia anceps utilizada no desenvolvimento dos
métodos para obter as melhores condi¢cdes de decomposicao.

Cabe destacar que para a alga Desmarestia anceps o RCC foi menor quando
determinado no digerido apdés decomposicdo por MW-UV-AD quando comparado
com o RCC determinado no digerido apés decomposicao por MW-O,-AD, conforme

pode ser observado na Fig. 16.
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Figura 16 - Teores de carbono para as solucdes obtidas apds decomposi¢ao de 500
mg das algas por ll MwAD, [ Mw-0,-AD ¢ Il MW-UV-AD. Acidez
residual apés decomposicao das algas por « MWAD, = MW-0O,-AD e
MW-UV-AD.

4.8 Comparacao entre os diferentes procedimentos de preparo de amostras

avaliados

Dentre as caracteristicas dos procedimentos de preparo de amostra
consideradas mais importante, podem ser citadas a massa de amostra e a
concentracao de acido utilizado na etapa de decomposicao da amostra, pois quanto
menor a quantidade de reagente menor o risco de contaminagdo e, portanto
menores valores para o branco analitico, favorecendo assim menores limites de
deteccgdo, além de menor geracao de efluentes, o que vem a estar de acordo com os
aspectos preconizados pela quimica verde. Além disso, o emprego de acidos
concentrados na etapa de preparo da amostra implica na necessidade de
sucessivas diluicbes na etapa de determinacdo por ICP-MS, devido ao fato da
concentragdo do acido vir a interferir na taxa de nebulizacdo da amostra.
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Em cada procedimento de preparo de amostra foram utilizadas solugcdes de
HNO3; em concentragdes diferentes, isso de acordo com as caracteristicas de cada
método. Na decomposicao por MWAD foi utilizado HNO3; conc. e para os dois
métodos desenvolvidos para a decomposicao de algas foram utilizados HNOj diluido
(MW-O,-AD e MW-UV-AD) onde foram decompostos cerca de 500 mg de amostra. A
eficiéncia do método MW-O,-AD utilizando HNO3s 3 mol I' com 5 bar de O, e do
método MW-UV-AD utilizando HNO3z 2 mol I' pode ser comprovada pelos resultados
obtidos através da analise dos CRMs BCR 060 (Aquatic plant) e NIST 1515 (Apple
leaves) e por comparagao com os resultados obtidos apds decomposicao por MWAD
com HNOj; conc. Para ambos os métodos desenvolvidos as concordancias entre os
valores certificados e os determinados foram superiores a 92% para todos 0s
analitos. Quando comparado os resultados dos métodos desenvolvidos com o
método utilizado como referéncia MWAD com HNOj3; conc. obteve-se concordancias
acima de 90% para quase todos os analitos. Cabe ressaltar que para a alga Prasiola
crispa as concordancias entre os meétodos avaliados foram insatisfatérias para
alguns analitos, sobretudo no método MW-UV-AD, provavelmente devido a presenca
de residuos da amostra.

E importante destacar que ndo foi encontrado na literatura trabalhos que
utilizem acidos diluidos para a decomposicao de algas, sempre é empregado acidos
concentrados individuais ou em entao uma sequéncia de acidos, além de utilizarem
também H,O, associado a esses acidos. Ademais, é relevante salientar que o
método MW-UV-AD possibilitou utilizar uma concentragdo de acido ainda menor que
no método MW-O,-AD, obtendo-se uma decomposicado satisfatéria, provavelmente
devido a acao catalitica da radiagcdo UV ao entrar em contato com o HNO3; e com o
O. presente no interior do frasco reacional, que sao espécies que possuem carater
oxidante que possibilitam a oxidacdo da matéria organica da amostra (BENDICHO et
al., 2010).

Para ambos os métodos desenvolvidos para a decomposicao de algas, foram
obtidos valores para os brancos analiticos entre 0,003 e 6,7 ug I, sendo o maior
valor de branco encontrado para o Zn. Desta forma, quanto menores os valores de
branco, menores sdo os LODs do método de determinacgéo, sendo encontrado neste
estudo LODs entre 0,001 e 1,45 ug g, sendo o maior LOD para o Zn. Além disso,
baixos teores de carbono residual foram encontrados nos digeridos, menor que 10%,
neste caso, o maior RCC foi encontrado apés digestdo da alga Prasiola crispa pelo
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método MW-UV-AD o que € mais uma evidéncia da decomposicdo da amostra nao
ter sido satisfatéria.

4.9 Comparacao dos valores obtidos neste estudo com os resultados relatados

na literatura

Fazendo um paralelo entre as espécies de algas avaliadas neste estudo
pode-se verificar que na alga Desmarestia anceps os metais essenciais Cu e Zn,
que sado elementos importantes para a atividade de varias enzimas, estdo em
concentracdo semelhante a da alga /ridaea cordata, numa faixa de concentracéao
que variou de 3,0 26,5 ug g para o Cu e de 25a 30 pg g ' para o Zn, em peso seco
de amostra. A alga Prasiola crispa apresentou concentracdes bastante superiores
dos metais Cu e Zn, quando comparadas as encontradas nas duas algas
recentemente citadas, 39,5 e 51,4 pg g, respectivamente. As algas Pyropia
endiviifolia e Palmaria decipiens apresentaram concentracdées de Cu menores do
que nas demais algas investigadas, numa faixa de 1,2 a 1,5 yg g~ e para Zn a
concentragdo foi em uma faixa de 20 a 34 pg g' de forma semelhante ao
encontrado nas algas Desmarestia anceps e Iridaea cordata. No trabalho de Moreno
et al. (1997) foram encontradas concentracdes inferiores as determinadas neste
trabalho, sendo de 1,19 pg g' para Cu e de 16,48 ug g’ para Zn na alga
Desmarestia sp. Para a alga Iridaea sp. os autores relatam concentracées de 0,91
Hg g para Cu e de 5,5 ug g para Zn. Um possivel motivo para justificar essas
diferencas entre as concentracdes encontradas pelos autores e as concentragdes
determinadas neste trabalho seria que hoje as atividades humanas na Antartica séo
bem mais acentuadas do que na época em que foram coletadas as amostras (1987-
1989). Cabe ressaltar, que mesmo tratando-se de elementos essenciais esses
podem tornar-se toxicos em concentracbes mais elevadas (SUNDA; HUNTSMAN,
1998).

Ainda com relacdo aos metais essenciais vale mencionar que o Mn é um
metal importante para a fotossintese e para algumas enzimas, além disso, 0 mesmo
participa do metabolismo de carboidratos, lipideos e aminoacidos. As concentracdes
de Mn nas algas Desmarestia anceps, Iridaea cordata, Palmaria decipiens variaram
entre 7 e 15 ug g™'. Na alga Prasiola crispa a concentracdo de Mn foi elevada, numa

faixa que variou de 171 a 202 ug g™, sendo esse resultado superior ao relatado por
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Runcie e Riddle (2004) de 154 ug g na mesma espécie, amostrada na localidade
de Brown Bay e outras regides da Antartica. Para a alga Pyropia endiviifolia as
concentracdes de Mn ficaram entre 35 e 37 pg g'. Assim, pode-se verificar que
mesmo as amostras analisadas neste trabalho sendo coletadas na mesma
localidade (Demay) ocorreu uma variagdo de concentracdo dos metais essenciais
avaliados entre as diferentes espécies de algas analisadas, o que pode ser
justificado pelas diferengas estruturais existentes entre as espécies.

Para os elementos considerados toxicos ao meio ambiente como As, Cd e Pb
que sao considerados metais ndo essenciais as atividades metabdlicas, as
concentracdes de As foram bastante diferentes entre as espécies, as algas
Desmarestia anceps e Pyropia endiviifolia apresentaram concentracdes entre 26 e
30 ug g, Iridaea cordata concentragdo de 11 ug g e as algas Palmaria decipiens e
Prasiola crispa concentragdes entre 2,3 e 5,9 ug g isso pode ser explicado pelo fato
de espécies diferentes de algas terem afinidades diferentes pelos metais (AKCALI;
KUCUKSEZGIN, 2011). Segundo o trabalho de Ryan, McLoughlin e O’Donovan
(2012) maiores concentracées de As foram encontradas nas algas marrons, que
neste trabalho foi confirmado pelas concentracbes de As na alga Desmarestia
anceps seguida por menores concentragdes para as algas vermelhas que neste
caso sao as algas Pyropia endiviifolia, Iridaea cordata e Palmaria decipiens e para a
alga verde Prasiola crispa.

Quando comparado a concentracdo de As encontrado neste trabalho com
trabalho realizado por Farias et al. (2007) observou-se para a alga Desmarestia
anceps que os resultados foram bastante semelhantes, mas para as espécies
Iridaea cordata e Prasiola crispa foram diferentes, fato que pode ocorrer devido a
época e local de coleta serem diferentes.

Para o Cd que tem grande potencial toxicoldégico sobre os organismos
encontrados no meio ambiente, as concentracdes foram bastante semelhantes entre
as algas Desmarestia anceps, Iridaea cordata, Palmaria decipiens e Prasiola crispa,
entre 0,12 e 0,66 ug g'. A maior concentragdo de Cd foi encontrada na alga Pyropia
endiviifolia sendo essa de 3,8 ug g'. Resultados semelhantes foram encontrados no
trabalho de Farias et al. (2002) na regiao de Potter Cove na Antartica para as algas
Palmaria decipiens (0,24 ug g™') e Iridaea cordata (0,55 ug g™'). Para as algas Iridaea
cordata, Palmaria decipiens e Prasiola crispa resultados superiores foram

encontrados por Runcie e Riddle (2004) numa concentragdo entre 1,4 e 8,0 ug g™
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No trabalho de Moreno et al. (1997) concentracbes de Cd semelhantes foram
encontradas para os géneros Desmarestia sp. e Iridaea sp., 0,36 e 0,06 pg g,
respectivamente.

Quando avaliada a concentracdo de Pb, que é considerado um poluente
antropogénico, entre as espécies de algas analisadas neste trabalho, verificou-se
que para as algas Desmarestia anceps, Iridaea cordata, Palmaria decipiens e
Pyropia endiviifolia as concentracdes foram entre 0,10 e 0,44 pg g'. A maior
concentragdo de Pb foi encontrada na alga Prasiola crispa que foi de 1,30 ug g No
trabalho de Runcie, Townsend e Seen (2009) a concentracao de Pb encontrada na
alga Iridaea cordata foi entre 0,6 e 21,6 ug g™

Para o Cr que é considerado essencial na forma de Cr* e téxico na forma de
Cr*® foi encontrado uma grande variagdo de concentracdo entre as algas analisadas,
sendo que a mais elevada concentracdo de Cr total foi encontrada nas algas
Desmarestia anceps e Prasiola crispa onde a concentracao variou entre 28 e 31 ug
g'. Para as demais algas lridaea cordata, Palmaria decipiens e Pyropia endiviifolia
as concentracdes de Cr total foram entre 0,88 e 1,45 ug g'. No trabalho de Runcie e
Riddle (2004) foram encontradas concentracdes de Cr de 1,9 ug g’ na alga Iridaea
cordata, de 0,8 ug g para a alga Palmaria decipiens e de 13,1 ug g para a alga
Prasiola crispa.

Quando avaliada a concentracdo de Mo, metal importante para o metabolismo
de algumas enzimas, nas diferentes espécies de algas, verificou-se que as
concentracdes foram entre 0,20 e 0,63 ug g ' para as algas Desmarestia anceps,
Iridaea cordata, Palmaria decipiens e Prasiola crispa. A maior concentracdo de Mo
foi encontrada na alga Pyropia endiviifolia, sendo essa de 1,11 ug g'. Segundo o
relatado no trabalho de Farias et al. (2002), foi encontrado para a alga Palmaria
decipiens uma concentracdo de 0,8 ug g ', para as algas Desmarestia anceps e
Iridaea cordata as concentragdes ficaram abaixo do LOD do método (< 0,6 ug g),
sendo as determinacgdes realizadas por ICP OES.

O Ni atua como cofator em algumas enzimas e, neste trabalho, foram
encontradas concentragdes mais expressivas na alga Desmarestia anceps (entre 25
e 27 ug g') e para as demais algas Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Prasiola
crispa e Pyropia endiviifolia as concentracbes foram inferiores variando entre 0,60 e
2,88 ug g . De acordo com relatos de outros autores, para as algas Desmarestia

menziesii, Desmarestia antarctica, Iridaea cordata, Palmaria decipiens e Prasiola
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crispa foram encontradas concentracdes de Ni entre 1 e 15 pug g' (RUNCIE;
RIDLLE, 2004). Ainda com base em outros dados da literatura foram encontrados
concentragdes de Ni entre 3,36 e 8,64 ug g para as algas Desmarestia anceps,
Iridaea cordata e Palmaria decipiens (FARIAS et al., 2002).

Quando realizada uma avaliacdo das concentracées de V nas diferentes
espécies de algas estudadas, foi possivel verificar que a maior concentracao foi para
a alga Prasiola crispa, entre 19 e 24 ug g'. Para a alga Palmaria decipiens a
concentragdo encontrada ficou entre 7,2 e 7,6 ug g'. Para as algas Desmarestia
anceps, Iridaea cordata e Pyropia endiviifolia as concentra¢des foram entre 3,0 e 3,5
ug g”'. Analisando dados da literatura, foi encontrado entre 3,4 e 15 ug g para as
algas Desmarestia anceps, Iridaea cordata e Palmaria decipiens (FARIAS, et al,
2002).

Desta forma, para melhor estimar as concentracdes obtidas para cada um dos
metais avaliados para as cinco algas, foi feita uma média entre os valores
determinados para cada método de preparo de amostra avaliado neste trabalho.
Com relacdo a média, ainda cabe destacar que, apenas os resultados que nao
apresentaram diferenga significativa (GraphPad InStat, Tukey, P>0,05) com pelo
menos um dos métodos foram utilizados para esse calculo, deste modo, os valores
gue nao se mostraram concordantes nao foram empregados. Os resultados obtidos

a partir da média podem ser observados na Tab. 29.
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Tabela 29 - Resultados dos valores médios determinados utilizando os métodos de
preparo MWAD com HNOj3 conc., MW-O,-AD com HNOs 3 mol I'' e 5
bar de O, e MW-UV-AD com HNO; 2 mol I, aplicados as 5 espécies de

algas, (ug g, n=3).

Analito Desmarestia Iridaea Palmaria Prasiola Pyropia
anceps cordata decipiens crispa endiviifolia
As 29,0+ 0,8 11,2 +£1,1 5,8+0,2* b 26,0+£1,2
Cd 0,60+0,03 0,64+0,09 0,30+0,038 0,13%0,02 3,48 £ 0,09*
Cr 3,30 +0,16* 0,91+0,12 1,40+0,11 29,0+%2,0" 1,31 £0,14
Cu 520+046 3,10+0,38 1,20+0,01 39,0+2,0" 1,51 £ 0,01
Mn 15,0+0,89* 6,70+£0,58 7,30+0,30 200+ 18* 37,0+0,4*
Mo 0,38+0,04 0,20+0,02* 0,40+0,04 - 1,08 £ 0,11
Ni 26,7 +1,1 0,60+0,04 2,10£0,09 2,50+0,10* 2,12+0,10
Pb 0,43+0,06 0,10+0,02 0,30 £0,02* b 0,23 £ 0,03
\ 3,31 +£0,21* 3,30+0,33 7,40+0,44 b 3,07 +£0,14
Zn 27,0+1,8 26,3 + 3,1 20,0 £ 1,1 - 34,0+£1,0

* Resultados que apresentaram diferenca significativa com um dos métodos.
** Média nao foi estimada devido os resultados terem apresentado diferencas

significativas com todos os métodos.

Ao ser realizada a estimativa das concentracées dos metais em cada alga,
observa-se que para a alga Desmarestia anceps houve diferenca significativa entre
os resultados obtidos para Cr e V pelo método de referéncia e os obtidos pelos dois
métodos desenvolvidos. No entanto, vale salientar que na&o houve diferenga
significativa entre as determinacdes dos dois métodos desenvolvidos, permitindo
assim, a obtencao da concentragdo desses analitos na alga, uma vez que, ambos 0s
métodos tiveram a sua exatidao avaliada pelo uso dos CRMs BCR 060 (Aquatic
plant) e NIST 1515 (Apple leaves). Nesta mesma alga, também se observa que para
o Mn houve diferenca significativa entre os resultados obtidos pelo método de
referéncia e o0 método desenvolvido MW-UV-AD.

Quando avaliada a média da concentracao dos metais na alga Iridaea cordata

verificou-se que houve diferenga significativa somente para o Mo, entre os
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resultados obtidos apés o método de referéncia e o método desenvolvido MW-O.-
AD, em fungéo do desvio padrdo das medidas do método de referéncia ter sido bem
menor quando comparado ao desvio padrao do método desenvolvido.

Ainda com base nos resultados da Tab. 29, é possivel verificar que para a
alga Palmaria decipiens houve diferenga significativa para o As entre as medidas
realizadas ap6s o método de referéncia e os dois métodos desenvolvidos, mas nao
houve diferenga significativa entre os resultados dos dois métodos desenvolvidos,
permitindo assim avaliar a concentragdo desse analito na alga. Quando avaliado o
Pb nessa alga, a diferenca significativa ocorreu em funcédo da grande variacao dos
desvios padrdes das medidas, ocasionando assim uma diferenca significativa entre
os resultados do método de referéncia e o método MW-UV-AD, uma vez que, o
desvio das medidas do método MW-UV-AD foi 7 vezes menor que o desvio do
método de referéncia.

Quando realizada a analise da alga Prasiola crispa ocorreu uma diferenca
significativa para os analitos As, Mo, Pb, V e Zn entre as medidas obtidas apos
decomposicao utilizando todos os métodos, provavelmente devido a decomposicao
insatisfatéria. Cabe ressaltar que para o Pb ocorreu diferenca significativa entre o
método de referéncia e o método MW-0O,-AD, possivelmente, em funcdo do desvio
padrdao da medida do método de referéncia ser 13 vezes maior que o desvio padrao
do resultado do método proposto. Para os demais analitos sempre foi possivel
realizar a média das medidas das concentracées entre pelo menos dois métodos,
sendo que para o Cr, Cu e Mn houve diferenga significativa entre os resultados do
método de referéncia e o método MW-UV-AD. Para o Ni houve diferenga significativa
entre as medidas obtidas pelo método de referéncia e os resultados obtidos pelos
dois métodos desenvolvidos, mas nao houve diferenca significativa entre as medidas
dos dois métodos desenvolvidos, permitindo assim sabermos a concentracao desse
analito na alga.

Por fim, a alga Pyropia endiviifolia apresentou diferenca significativa para o
Cd e Mn entre as medidas obtidas apds o método de referéncia e as medidas apds
os métodos desenvolvidos, em funcédo da grande diferenca entre o desvio padrao da
medida apdés MWAD quando comparada aos desvios padrbes das determinacdes
apos MW-O,-AD e MW-UV-AD. Assim a média das medidas desses analitos foi
realizada, devido ao fato, dos dois métodos desenvolvidos ndo terem apresentado

diferenga significativa.



5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que a
decomposicao por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas sob pressao de
oxigénio (MW-0.-AD) e a decomposicao por via umida assistida por radiacao micro-
ondas e ultravioleta (MW-UV-AD), ambas em sistema fechado, foram eficientes para
a decomposicao das algas para posterior determinacao de As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, V e Zn por ICP-MS. Cabe salientar, entretanto, que para a alga Prasiola
crispa sao necessarios mais estudos sobre os trés métodos de decomposicao, uma
vez que, as decomposi¢coes nado foram satisfatérias para posterior determinagéo de
alguns metais.

A decomposicdao das algas utilizando o método MW-O.-AD com solucao
diluida de HNO; foram eficientes, provavelmente devido a capacidade de
regeneracao do HNO3 na presencga de O, como reagente, aumentando deste modo a
acao oxidante do acido. Assim, foi observado uma decomposi¢cao adequada de 500
mg de amostra, utilizando uma solucdo de HNO3; 3 mol I'' e 5 bar de O.. A exatiddo
do método foi avaliada pela decomposicdo de materiais de referéncia certificados,
quando concordancias satisfatérias (acima de 92%) foram obtidas para todos os
analitos.

A decomposi¢ao por MW-UV-AD também foi satisfatéria, onde foi verificado
que utilizando solugdo de HNO3; 2 mol I e lampada de UV, a decomposicdo de 500
mg de amostra foi considerada adequada, devido a interacdo da radiacdo UV com o
HNOs. A exatiddo deste método foi comprovada pela decomposicao de materiais de
referéncia certificados, obtendo-se concordancias superiores a 93% para a maioria
dos analitos.

Para todas as espécies de algas avaliadas (Desmarestia anceps, Iridaea
cordata, Palmaria decipiens, Prasiola crispa e Pyropia endiviifolia) pelos métodos
MW-O,-AD e MW-UV-AD foi determinado o teor de carbono residual como um dos
parametros utilizados para avaliar a eficiéncia de decomposicao dos métodos, sendo
possivel verificar baixas concentracbes de RCC (menor que 10%) em todos os
digeridos ap6s decomposicao pelos métodos desenvolvidos. Além disso, foi
determinado o teor de acidez residual nos digeridos como forma de avaliar a
quantidade de acido consumida para decompor as amostras, sendo que a acidez
residual nos digeridos variou entre 30 e 74%.
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Cabe entao destacar que ambos os métodos propostos estdo de acordo com
as tendéncias para os procedimentos de preparo de amostras, 0 que inclui a
utilizacdo de menores volumes de acido concentrado, menor geracao de residuos,
eficiéncia de decomposicao e, portanto, ser adequado as técnicas de determinacao.

Tendo em vista, as informacdes obtidas a respeito da concentracdo de metais
nas algas procedentes da Antartica avaliadas neste trabalho, verificou-se que as
algas Desmarestia anceps e Pyropia endiviifolia foram as que apresentaram maiores
concentragdes para a maioria dos metais determinados. Fato importante é que
essas algas foram coletadas praticamente no mesmo ponto, 62°13'19.30”S e
58°26'36.59”"W (Desmarestia anceps) e 62°13'21.01”’S e 58°26'36.59”"W (Pyropia
endiviifolia). A concentracao de metais na alga Desmarestia anceps variou de 0,38 a
30 pg g', sendo a menor concentracdo determinada para o Mo e a maior
concentracdo para o As. Na alga Pyropia endiviifolia a concentracdo de metais
determinada variou de 0,22 a 26 ug g™, sendo o menor valor determinado para o Pb
e o0 maior valor determinado para o As. Entretanto, faz-se necessario um estudo de
um numero maior de espécies e com mais pontos de amostragem para que seja
feita uma avaliagdo de possiveis danos ambientais.

Por fim, é importante enfatizar que os métodos desenvolvidos podem ser
utilizados para a decomposicdo de diferentes algas para posterior determinacao de
metais, e que as algas avaliadas neste trabalho podem ser empregadas como
bioindicadores da contaminagdo ambiental da Antéartica, servindo para monitorar a
qualidade ambiental desta regiao.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tomando por base este estudo, vale ressaltar que, novos trabalhos podem
ser desenvolvidos visando a determinacao de Al e Hg, uma vez que, esses metais
sdo considerados toxicos aos seres vivos, logo, sua determinacdo permitiria uma
avaliacdo mais adequada do nivel de contaminacdo ambiental na Antartica. Além
disso, é importante que sejam determinados 0s niveis de metais nas espécies de
algas avaliadas no presente trabalho oriundas de diferentes localidades da Antartica,
tendo em vista que, esse estudo permitiria uma investigacdo mais detalhada da acéo
antropogénica neste ambiente ainda considerado primitivo.

Com relacdo aos procedimentos de preparo de amostra utilizados neste
trabalho, torna-se relevante a avaliacdo da possibilidade de aplicagdo dos mesmos
para decompor outras espécies de algas.

Adicionalmente, seria interessante a aplicacdo do método de decomposicéao
por combustdo iniciada por micro-ondas para as mesmas espécies de algas
avaliadas neste estudo, tentando utilizar as mesmas concentracdes de acido diluido

como solucao absorvedora.
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