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RESUMO

A determinacdo de elementos em nivel de trago, tais como cadmio, mercurio e chumbo, é de
suma importancia no controle de qualidade de alimentos devido ao alto potencial toxico
destes e de outros metais nesta condigdo. Devido a crescente demanda, a necessidade de
técnicas mais sensiveis e precisas, diminuicdo de custos — oriundo dos reagentes,
equipamento, etc. — e simplificacdo das metodologias para uma maior rapidez das analises,
justificam assim, o desenvolvimento de novos métodos para a quantificacdo destes elementos.

O presente estudo aplicou uma técnica relativamente recente de introducdo de
amostra, a geracdo fotoquimica de vapor (PVG), a qual separa o analito da amostra mediante
a geracdo de espécies volateis deste e estando, a técnica, hifenada a espectrometria de
absorcéo atdmica com forno de grafite (PVG-GF AAS) permitiu a determinacdo de mercurio
na quantidade de traco em alimentos e formulas infantis. Estudos de otimizacéo e curvas de
calibracdo externa foram realizados para diferentes precursores organicos de baixo peso
molecular (propanol, acido férmico, etc). Avaliaram-se diferentes métodos de preparo de
amostra para alimentos de transicdo e formula infantil mediante testes de recuperacéo de Hg,
uma vez que os teores deste analito, nas amostras analisadas, encontrava- se abaixo dos
LOD’s. Os melhores LOD e LOQ encontrados foram 0,36 e 1,19 ng respectivamente, e a
massa caracteristica de 0,19 ng, quando o precursor era 0 acido féormico juntamente com
H,0,. Contudo, os melhores resultados obtidos no teste de recuperacdo de Hg foram com
diferentes tratamentos de amostra, um com hidroxido de tetrametilamonio (alimento de
transicdo), e outro com acido férmico (férmula infantil). Os LOD’s ¢ LOQ’s obtidos ao
empregar diferentes precursores estdo todos abaixo dos teores previstos pela legislacéo
vigente, 0 que demonstra que a técnica € adequada para a determinacdo de Hg em amostras de

alimentos.

Palavras-chave: mercurio, espectrometria de absor¢do atémica, forno de grafite, geracdo

fotoquimica de vapor, alimentos, formulas infantis, elementos-tracos,
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1. INTRODUCAO

Os organismos vivos requerem uma determinada quantidade de elementos (ou
minerais), 0S quais Sdo essenciais para 0 seu crescimento, desenvolvimento e manutencao de
funcBes bioldgicas. Contudo, esta necessidade esta contida em uma faixa relativamente
estreita de concentragdo (normalmente na quantidade de traco), sendo que a falta ou 0 excesso
de alguns destes elementos pode provocar alteragdes no estado de salde do individuo. A
obtencdo destes minerais ocorre por meio da ingestdo de alimento, sendo Zn, Se, Cu, Na, Ca,
Fe, e Mg os principais exigidos na dieta diaria de um ser humano uma vez que estes
desempenham funcgdes bioldgicas vitais, atuando como componentes de controle de
mecanismos, estabilizadores de estruturas bioldgicas e ativadores de sistemas redox. Com o
avanco tecnoldgico, as industrias obtiveram éxito no desenvolvimento de técnicas para a
producdo de alimentos fortificados com os minerais acima mencionados, fazendo que sejam
supridas as demandas diarias de ingestdo destes.

No contexto da alimentacdo de lactentes (criangcas com incompletos 12 meses de
idades) e criancas de primeira infancia (criancas entre 12 meses e 3 anos de idade), a
producdo de alimentos fortificados passou a ser cada vez mais requisitada, uma vez que 0
advento da industrializacdo fez diminuir o tempo de contato entre mae e filho, bem como
situacbes envolvendo enfermidades, tanto da crianca (em razdo da fragilidade inerente ao
infante ante a sua imaturidade fisiolégica), quanto da genitora (doencas como o HIV) que
impossibilitam a amamentacdo. Férmulas infantis na forma de farinhas e alimentos de
transicdo na forma de purés (papinhas) sdo os mais empregados como alternativas ao
aleitamento materno, visto a sua facilidade no preparo e disponibilidade diversificada. Uma
vez ja estabelecida a necessidade de determinados elementos na base alimentar da crianga, e
também a auséncia de outros — como Pb e Hg, a informagdo da composic¢do quimica presente
nesta classe de alimentos auxilia os especialista e/ou genitores na escolha nutricional
adequada.

Informacdes referentes a concentracdo de elementos na quantidade de traco podem ser
obtidas por técnicas de alta sensibilidade, tal como a espectrometria de absorcdo atdmica.
Entretanto a inser¢cdo de amostra e a posterior conversao do analito em uma forma adequada
para a mensuracdo deste (derivatizacdo) em equipamentos que empregam esta técnica,
demonstram-se os principais — mas ndo os unicos — obstaculos na andlise instrumental. A
aplicacdo de estudos mais avangados no desenvolvimento de métodos precisos foi a

consequéncia em tentar resolver tais impasses.
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Em meados de 2003, foram publicados os primeiros estudos envolvendo a geracéo
fotoquimica de vapor (PVG, do inglés: photochemical vapor generation), a qual é uma
técnica de insercdo de amostra que consiste na retirada do analito de sua matriz. Para isto,
empregam-se precursores organicos de baixo peso molecular (acido férmico, acido acético,
propanol) e radiacdo ultravioleta (UV-C), oriunda de um reator fotoquimico, de forma que
estes auxiliam na formacgdo de espécies volateis do analito, as quais sdo separadas de sua
matriz em um separador gas-liquido (GLS, do inglés: gas-liquid separator). Mesmo sendo
poucos os estudos feitos para a determinacdo do mecanismo ocorrido no interior do reator,
alguns autores sugerem que a formacdo das mencionadas espécies volateis (reducdo do
analito) ocorre por via radicalar (reagdes fotorredox). A metodologia, acima descrita, surgiu
como uma alternativa a geracdo quimica de vapor (CVG, do inglés: chemical vapor
generation), a qual emprega reagentes redutores (NaBH, e SnCl,) para a retirada do analito de
sua matriz e, posterior, quantificacdo. A PVG foi desenvolvida visando contornar as
desvantagens inerentes a CVG, como o elevado custo, interferéncia proveniente de metais de
transicdo e a instabilidade dos reagentes, em meio aquoso, empregados para esta reducéo.

Técnicas baseadas na espectrometria atbmica sdo geralmente empregadas nestes
métodos alcancando melhores limites de deteccdo (LOD, do inglés: limit of detection) e
quantificacdo (LOQ, do inglés: limit of quantification). Todavia, quando um espectrometro de
absorcdo atdbmica com um tubo de grafite como atomizador é empregado, faz-se necessario o
uso de modificadores quimicos para a retencdo in situ das espécies volateis do elemento,
(separadas de sua matriz pelo gas carreador em um GLS) obtendo-se, assim, melhores
reprodutibilidade e sensibilidade nas andlises, como foi constatado por alguns autores.

O presente estudo aplicou a geracdo fotoquimica de vapor (PVG), hifenada a um
espectrometro de absorcdo atdbmica com forno de grafite (GF AAS, do inglés: Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry) para a determinacdo de mercurio em alimentos de

transicdo e formulas infantis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolvimento de método analitico para a determinacdo de mercurio total em

alimentos de transicdo (papinhas) e formulas infantis através do emprego da geracdo

fotoquimica de vapor hifenado a um espectrémetro de absorcéo atbmica com forno de grafite.

2.2. Especificos

1-

2-

Avaliar o emprego da geracdo fotoquimica de vapor como técnica de insercdo de
amostra para a determinacéo de mercdrio;

Verificar as condi¢Bes 6timas a serem empregadas nas mensuracdes (vazdo de gas de
arraste, tempo de exposicdo da amostra a radiacdo UV, temperatura de coleta e
atomizacao);

Avaliacdo do emprego de diferentes precursores organicos;

Avaliar métodos de preparo de amostras mediante testes de recuperacao.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Alimentos de transicdo e férmulas infantis: aspectos gerais, legislacdo e normas

O leite materno é a fonte de nutricdo mais recomendada para os lactentes por conter
nutrientes, hormonios e anticorpos nas quantidades adequadas para estes. Contudo, quando as
genitoras ndo podem (ou optam por ndo) amamentar, formulas infantis sdo alternativas
adequadas para a alimentacdo das criangas, uma vez que essas sdo produzidas de forma a
possuir uma composicao aproximada do leite humano. Para isto, ocorre a fortificacdo destas
com minerais essenciais, vitaminas e &cidos graxos da classe 6mega-3 (e.g. acido docosa-
hexaendico — DHA, do inglés: docosahexaenoic acid), sendo adicionados conforme as
necessidades de ingestdo diarias destes.> Alimentos de transicdo, contudo, sdo destinados a
crianga saudaveis, a partir dos 6 meses de idade, como alimentos complementares ao
aleitamento.*

A regulamentacdo de alimentos de transicdo e formulas infantis sequem as diretrizes
da agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) e normas expedidas pelos poderes
Legislativo e Executivo, as quais seguem as premissas da organizacdo mundial da salde
(OMS) e do Codex Alimentarius Commission, o qual € uma comissao internacional com 160
delegados (entre eles o Brasil) que elaboram normas, diretrizes e codigos para préaticas
alimentares adequadas.*® Estes visam uniformizar as caracteristicas minimas quanto a
qualidade desta classe de alimentos.

O decreto n° 55.871 e a Portaria n° 685 estabelecem os teores méximos de
contaminantes inorganicos (As, Cu, Cd, Hg, Sn, Pb e etc) em alimentos.® ’ A Portaria n° 34
define o que sdo alimentos de transicao; e as ResolucBes 42 a 49 definem o que sdo formulas
infantis, lactentes e criancas de primeira infancia.® As principais normas destinadas a esta

classe de alimentos, no Brasil, estdo sumarizada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Normativas para a producdo e comercializacdo de alimentos de transicédo e
formulas infantis. ® &3

Normativa Ano Entidade Descricao
Decreto n° 55.871 1965 Pode_r Teores maximos de metais
Executivo em alimentos.
Portaria n°® 685 1998 ANVISA Teore§ maximos de ,m_etals
em alimentos especificos.
Resolucdo - RDCn°42a49  2011-2014 ANVISA Definicgdes legais.
Resolugo - RDC ne 222 2002 ANVISA Orientagdes de uso
apropriado dos alimentos.
Portaria n° 34 1998 ANVISA Caracteristicas minimas de
qualidade do alimento.
Teores de acidos graxos
Resolucéo - RDC n° 54 2012 ANVISA (6megas 3, 6 € 9) e demais
nutrientes.

- Poder Definicoes legais, rotulagem
Lein®11.265 2006 Executivo e promogao comercial.
Resoluco - RDC ne 18 e 19 1999 ANVISA  Alimentos com propriedades

funcionais.

3.2. Mercurio: aspectos gerais

O mercurio é um metal pesado altamente toxico ao ser humano (atuando no sistema
nervoso central e periférico), bem como um conhecido poluente global, sendo o descarte
indevido de residuos industriais, mineracdo e queima de combustiveis fésseis as principais
fontes antropogénicas deste elemento (8000-38000 ton/ano de Hg sdo lancadas no meio
ambiente por estas atividades), além das fontes naturais (atividades vulcanicas, intemperismo,
etc).1*18 19 20 Ete elemento se apresenta em diferentes estados facilmente interconvertiveis,
tais como Hg® (elementar), Hg,™ (mercuroso) e Hg™ (merctrico), formando compostos
organometalicos ou sais, 0s quais possuem diferentes propriedades toxicolégicas. * %2

Das diferentes formas quimicas apresentadas por este elemento, todas sdo volateis
abaixo de 500 °C, e sdo facilmente convertiveis a sua forma elementar (Hg®). Quando nesta,
além de ser o Unico metal liquido a temperatura ambiente, possui uma elevada pressdo de

vapor, sendo a concentracéo de saturacéo na atmosfera de 14 mg.m=.%°



16

Dois importantes episédios envolvendo intoxica¢do aguda por compostos de mercurio
ocorreram: um em 1950, onde uma industria produtora de acetaldeido despejou rejeitos
contendo metilmercurio na baia de Minamata (Japdo), o que resultou em mais de 100 mortes
em razdo do consumo de peixe contaminado; e outro em 1970, onde foram consumidos pées
feitos com sementes tratadas com fungicidas & base de metilmercurio em Basra (Iraque). Apos
esses incidentes, o emprego de organomercuriais na inddstria e na agricultura foi
banido.!®?%#%> A |egislac&o brasileira prevé uma concentracdo méxima de 0,05 mg.kg™ de
Hg em qualquer alimento®, contudo, para peixes é permitida a concentragdo maxima de 0,5
mg.kg™ (presa) e 1,0 mg.kg™ (predador).’

Teores de merctrio em alimentos, normalmente, sdo baixos (entre 1 e 200 pg.kg™), o
que demanda um grande esforco na sua determinacdo. Sua entrada na cadeia alimentar é
oriunda da transformacdo deste elemento em seus derivados organicos (HgCHs3, Hg(CHz3),)
ocasionada por atividades microbianas em ambientes aquaticos e consequente bioacumulacao
e biomagnificacdo destes em animais presentes nestes ecossistemas.** %

Estudos envolvendo os efeitos por exposicdo de compostos de mercurio em lactentes e
crianga de primeira infancia ainda ndo foram realizados, contudo, presume-se que estes
compostos podem atuar no desenvolvimento de doencas neuroldgicas e cardiovasculares

causando danos irreversiveis.'> ?°

3.3. Espectrometria de absorgédo atbmica

A espectrometria utiliza as interagcdes entre a radiacdo eletromagnética e a matéria
(absortancia, transmitancia e refletancia) como método para a determinacdo de um analito.
Neste contexto, a espectrometria de absorcdo atdbmica mensura a quantidade de analito
presente na amostra mediante a atenuacdo (produzida por este) da radiagdo incidente sobre
esta amostra previamente vaporizada. Tal atenuacdo € ocasionada pela absorcdo de
determinadas frequéncias (ou comprimentos de onda) desta radiacdo, por elétrons dos atomos
livres do analito. Essa absor¢do ocorre em virtude da populacdo de atomos se encontrar
(segundo uma distribuicdo de Boltzmann, a qual depende da temperatura) em um estado de
menor energia (estado fundamental), visto que um feixe de radiacéo, oriundo de uma fonte
externa, estimula a transi¢do da populacdo de atomos presente neste estado para um de maior

energia (estado excitado), consequentemente, reduzindo a intensidade da radiagéo incidente.™®
23,26
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Cada elemento absorve mais intensamente em um comprimento de onda especifico,
como por exemplo, a populagdo de elétrons no estado fundamental do Cd® absorve mais
intensamente em 228,802 nm, enquanto que a populagdo de elétrons do As® no mesmo estado
absorve em 193,696 nm. Tal fato caracteriza a técnica como altamente seletiva e especifica
para cada elemento determinado.”® 2’ No entanto, ao empregar este método de mensurago, o
analito deve estar liberto de sua matriz na forma de atomos livres (estado fundamental). Esta
restricdo é contornada empregando-se um atomizador, o qual decomp®de a amostra mediante a
vaporizacdo desta, produzindo uma fase gasosa composta apenas por atomos. Ha varios tipos
de atomizadores, dentre eles os mais empregados neste método sdo: os atomizadores de
chama e os atomizadores eletrotérmicos (cela de quartzo e forno de grafite).”

A relacdo entre a atenuacao da radiacéo e a quantidade de analito é conhecida como lei
de absorcdo ou lei de Lambert-Beer (equacdo 1), onde A é a absorvancia, a qual € o logaritmo
negativo da transmitancia (T); € ¢ a absortividade molar, a qual consiste na probabilidade de
ocorréncia da absorgdo (transicdo eletronica); b € o comprimento do caminho Optico; e ¢ € a

concentrago do analito.?®
A= -logiy T=¢bc 1)

A transmitancia (T) é a razdo entre a intensidade de radiacdo transmitida pela amostra
(1) e a intensidade de radiago incidida sobre esta (lo) demonstrada pela equacéo 2.3

T=1/1o @)

O desenvolvimento da espectrometria de absor¢cdo atbmica para fins quantitativos
ocorreu mediante os esforcos de sir Alan Walsh e colaboradores em 1955 empregando um
atomizador de chama (F AAS), sendo comercializado o primeiro espectrémetro de absorcéao
atdmica em 195922628

Na Figura 1 estd apresentada a configuracao tipica de um espectrometro de absorcao
atdbmica de forma esquematica. Nesta estdo presentes 0s componentes minimos para que seja
possivel a mensuragdo: fonte de radiacdo, lentes colimadoras, atomizador, monocromador (0
qual isola o comprimento de onda de interesse), detector e um sistema de processamento do

sinal.
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Figura 1 - Configuracéo tipica de um espectrometro de absorcdo atémica.
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Fonte: SKOOG et al, 2013

A fonte de linha mais empregada na espectrometria de absorcdo atbmica € a lampada
de catodo oco (HCL), a qual fornece a radiacdo necessaria para a medida do sinal analitico
(absorvancia), como foi definido anteriormente. O anodo desta lampada é constituido de
tungsténio enquanto que o cdtodo é produzido com o metal do analito, ambos selados no
interior de um bulbo de vidro preenchido com um gas inerte. Na Figura 2 é mostrada a

representacdo de uma HCL.%

Figura 2 - Representacdo de uma lampada de catodo oco
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Fonte: SKOOG et al, 2013

O emprego da atomizag&o com forno de grafite na espectrometria de absorgéo atdmica
(GF AAS) teve inicio com os estudos de L’vov em 1956, e ap6s importantes simplificagdes
desenvolvidas por Massmann em 1965, comegaram a ser comercializados os primeiros
espectrometros empregando este dispositivo em meados de 1970. No entanto, com o passar
dos anos, problemas como a falta de reprodutibilidade entre as medidas e severa

susceptibilidade a efeitos de matriz comegaram a se tornar um empecilho para a anélise
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quantitativa.'® ?® Contudo, isto foi resolvido pelo recobrimento do atomizador com uma fina
camada de grafite pirolitico, com a introdugédo da plataforma de L’vov e do desenvolvimento
do conceito forno plataforma com temperatura estabilizada (STPF, do inglés: stabilized
temperature platform furnace) por Slavin em 1981. 9 282

As principais vantagens do emprego do forno de grafite como atomizador, ante ao
atomizador de chama, sdo: a elevada sensibilidade, a possibilidade de pré-concentracdo do
analito (coleta), facil automatizacdo e elevada abrangéncia quanto aos estados fisicos da
amostra (amostragem sélida, liquida ou gasosa), dependendo do método a qual esta serad
submetida.”® ?® Na Figura 3 é mostrada uma representacdo de um forno de grafite sem

plataforma L’vov.

Figura 3 - Representagdo esquematica de um forno de grafite, sendo o feixe de radiacéo
retratado pela seta em vermelho.
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Fonte: HARVEY, 2013

3.3.1. Geracdo quimica de vapor

Métodos baseados na geracdo quimica de vapor (CVG), como a geracdo de hidretos
(HG) e a geracdo de vapor frio (CV, do inglés: cold vapor), sdo os mais destacados para a
quantificacdo de tracos de elementos, visto a facilidade de separacdo do analito de sua matriz,
0 que reduz e ate elimina interferéncias oriundas desta, além da simplificada implementacgéo e
automatizacdo.™® **? Estes métodos empregam reagentes redutores, tal como o NaBH, (ou
SnCl;, para determinacdo de Hg) na amostra previamente tratada, para a reducdo do analito
por meio da geracdo de especies volateis deste, sendo estas separadas de sua matriz em um
separador géas-liquido (normalmente o proprio recipiente reacional) seguida da pre-

concentracéo ou quantificaco direta desse analito em um atomizador. 3
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A CV consiste em uma ramificacdo da HG e diferencia-se desta devido ao emprego de
temperatura (para a atomizacdo do analito) ser prescindivel. A CV AAS é um método
tradicional para a determinacdo de mercudrio em razdo da facil reducdo e alta pressao de vapor
deste analito a temperatura ambiente (0,0016 mbar, 20 °C — 0,0027 mbar, 25 °C), quando na
forma elementar.'* 18 19 22 23, 23. 30 Eqte método tornou-se o mais largamente utilizado em
virtude da melhora nos limites de deteccdo, auséncia de interferéncias espectrais e das boas
precisdes.* 183136

Yang e colaboradores (2002) empregaram a CV AAS para a determinacdo de mercurio
total em tecidos bioldgicos mediante 0 emprego de um tubo de grafite previamente recoberto
com Zr e Pd, obtendo resultados satisfatérios. O tratamento de amostra consistiu em uma
digest&o por via imida com HNO; e decomposicdo assistida por micro-onda.*®

Kan e colaboradores (2006) determinaram mercurio total em amostras bioldgicas
mediante amalgamacdo com ouro, empregando um sistema de injegdo em fluxo (FI, do inglés:
flow injection) em conjunto com a CV AAS. Neste estudo as amostras foram solubilizadas
com &cido formico e/ou TMAH, sendo todo o analito previamente oxidado a Hg*? com BrCl.
Os resultados obtidos foram satisfatdrios, visto o preparo de amostra néo ser trabalhoso.*’

Flores e colaboradores (2001) desenvolveram um método para a determinacdo de
mercurio total em amostras de carvao mineral utilizando a CV AAS. O tratamento da amostra
consistiu em moagem e suspensdo desta em solucdo aquosa de HNOgs, sendo esta suspensao
analisada. Neste estudo foi avaliado o emprego de trés modificadores quimicos permanentes
(Au, Rh e Ir). Constatou-se que resultados melhores eram obtidos quando a suspensdo era
submetida a maiores tempos de repouso em HNO;, o que fazia diminuir o tamanho das
particulas, demonstrando que os resultados obtidos dependiam do tamanho destes
particulados.

Como foi demonstrado pelos estudos acima descritos, a CVG se mostra como uma
técnica vantajosa para a determinacao de elementos formadores de espécies volateis (Ag, Au,
As, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Hg, I, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, S, Sb, Se, Sn e Te.). Contudo, o alto custo e
a instabilidade apresentada pelos reagentes em meio aquoso, como o NaBH, (sendo estes uma
provavel fonte de contaminag&o), além do risco de interferéncias provocadas pela presenca de
metais de transicdo na determinacdo de elementos formadores de hidretos volateis,

evidenciam-se, ainda, como uma preocupacéo para o analista.# 323339
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3.3.2. Geracdo fotoquimica de vapor

A geragdo fotoquimica de vapor (PVG) é uma emergente técnica de introducdo de
amostra e vem se apresentando como uma poderosa alternativa, em virtude das suas
vantagens ante aos metodos convencionais (CVG). Este método substitui os famosos
reagentes redutores (NaBH4;, KBH4; ou SnCl,) por reagentes organicos de baixo peso
molecular (<5 kDa) e pelo uso de um reator fotoquimico, o qual é composto por uma fonte de
radiacdo ultravioleta (UV-C) — devido a ocorréncia de reacGes radicalares envolvidas na
reduco do analito (reacdes fotorredox).33 35363942

Esta metodologia segue os principios da quimica verde, uma vez que reagentes séo
empregados simultaneamente como solubilizadores em uma etapa e precursores em outra;
além da aplicacdo de radiacdo UV ser uma forma de tratamento simples e limpa, o que
contribui com a diminuicéo e/ou atenuacdo da formagao de residuos.***°

Guo e colaboradores (2003) foram os primeiros a caracterizar e aplicar a PVG como
método de insercdo de amostra para a determinacdo de selénio, empregando um
espectrometro de absorcdo atdmica (PVG-AAS) como sistema de deteccdo. Neste estudo
foram apresentadas as motivacdes que levaram ao desenvolvimento desta nova metodologia,
estudos de otimizacdo, a primeira configuracdo de um reator fotoquimico (percurso em

espiral) e, inclusive, uma proposta de mecanismo, conforme as equacoes 3 e 4:

R-COOH + iy — [RCOOH]” — 'R+ "COOH — RH+ CO, (3)

R—COOH + Se(IV) — CO; + R55¢ + 2RH + H- (4)

O mecanismo proposto por estes autores consiste na quebra homolitica do precursor
organico (&cidos carboxilicos, alcodis, aldeidos, etc) provocada pela radiacdo ultravioleta
fornecida pelo reator fotoquimico, gerando radicais (equa), 0s quais reagem com o analito
formando espécies volateis deste (no caso, R;Se).>

Vieira e colaboradores (2007) empregaram a PVG-AAS para a determinacdo e
especiacdo de mercurio em amostras bioldgicas mediante estudos de diversos parametros, tais
como: a influéncia de diferentes precursores organicos na geragdo (acidos formico e aceético),
efeito do pH da amostra, tempo de irradiacdo e diferentes fontes de radiacdo (comparacao
entre 0 emprego de luz visivel e UV para uma possivel especiacdo do analito). Por este

estudo, constatou-se que 0 TMAH (empregado para tratar a amostra) atua Como um precursor
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para a ocorréncia das reacdes radicalares, uma vez que gerou espécies volateis do analito
possibilitando a quantificagdo deste e, inclusive, apresentando bons parametros de mérito,
para um preparo de amostra répido e simples.*

Zheng e colaboradores (2010), empregando um espectrémetro de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) como sistema de deteccdo, avaliaram um novo
modelo de reator fotoquimico (filme fino), no qual a ldmpada de UV e o separador gés-
liquido estavam contidos em um unico dispositivo. O desempenho deste foi avaliado para
diferentes elementos (As, Sb, Bi, Se, Te, Hg, Ni, Co, Fe e I) alcancando excelentes
parametros de mérito.*°

De Jesus e colaboradores (2014) determinaram Hg em amostras de gasolina, sendo o
primeiro relato do emprego da PVG em amostras de combustiveis comerciais. Neste estudo
foram avaliados reatores fotoquimicos com diferentes configuracdes, diferentes sistemas de
deteccdo e preparos de amostras distintos. Os resultados obtidos foram satisfatorios, uma vez
que foram comparados com dados retirados da literatura. Os autores estimaram em 60% a
eficiéncia de geracdo das espécies volateis do analito pela PVG, assumindo a CV AAS como
referencial. A vantagem apresentada pelos autores € o simples e rapido tratamento de amostra,
o qual consistia na diluicdo desta com diferentes volumes de precursores organicos, sem a
necessidade de digest&o.*’

Lisboa e colaboradores (2015) determinaram Hg em glicerina pura e residual (oriunda
da producéo de biodiesel), empregando trés técnicas: PVG-AAS, CV AAS com NaBH, e CV
AAS com SnCl, sendo estas avaliadas mediante curvas de calibracdo interna e externa, e
testes de recuperacdo. O preparo de amostra consistiu na mistura da glicerina pura com écido
férmico (precursor), enquanto que na glicerina residual, além do precursor, etanol também foi
aplicado. Esta adicdo de etanol teve como objetivo contrabalancear os efeitos do metanol
residual presente neste tipo de amostra, o qual reduz a eficiéncia de geracdo. Estes autores
constataram, também, uma eficiéncia de geracdo de aproximadamente 60%, empregando a
CV AAS como referencial .2

Mediantes os trabalhos apresentados, a PVG demonstra ser uma técnica de insercéo de
amostra eficiente. Esta reduz custos em virtude dos reagentes empregados e simplifica o
tratamento de amostra, o qual demanda mais tempo, sendo o responsavel pela elevagdo nos
custos da analise nas técnicas convencionais.

Neste trabalho foi avaliado o emprego de diferentes precursores organico para a
determinacdo de Hg em amostras de alimentos e formulas infantis, sendo investigadas as

condicgdes Gtimas a serem empregadas na analise (para a obtencéo de melhores parametros de
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mérito) e diferentes preparos de amostra, uma vez que a composi¢cdo de cada amostra era

distinta.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e reagentes

Neste trabalho, utilizaram-se apenas reagentes de grau analitico para o preparo de
todas as solucBes. As solucbes-padrdo foram preparadas a partir de uma solucdo de 10 ug
mL™ obtida através da diluicdo de uma aliquota da solucio-estoque de 1000 pg mL™ de Hg
(Merck — Darmstadt, Alemanha). Esta diluicdo foi feita em meio aquoso, mantendo uma
concentracdo de 0,014 mol L™ de HNOj3 bidestilado (Merck — Darmastad, Alemanha). As
solucBes de trabalho foram preparadas diluindo aliquotas retiradas de uma solucéo-padrédo de
500 ng mL™ (sendo esta preparada diariamente), a qual é oriunda da diluicdo — apenas com
4gua ultrapura — da anteriormente mencionada soluc&o de 10 ug' mL™, para a obtencdo das
concentracdes, em ng mL™ de 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25, que foram usadas na confeccdo das
curvas de calibracdo externa.

A ultrapurificacdo da agua, utilizada para a preparacdo das solu¢cdes mencionadas, foi
efetuada por meio de um sistema de purificacio de agua Milli-Q® (Millipore — Massachusetts,
EUA) com uma resistividade especifica de 18,2 MQ-cm. Os precursores organicos usados no
presente estudo foram: acido férmico (Labsynth — Sdo Paulo, Brasil), também usado para a
solubilizacdo das amostras; e propanol (Labsynth — Sdo Paulo, Brasil) ndo sendo purificados
previamente. Para a solubilizacdo das amostras se empregou hidréxido de tetrametilaménio —
TMAH 25% (m/v) em 4gua (Merck — Darmstadt, Alemanha) ou H,O, 35% (v/v) em agua
(Merck — Darmstadt, Alemanha). Para a avaliacdo da presenca de cloretos como interferentes
foi empregado HCI (Labsynth — Séo Paulo, Brasil) bidestilado em um destilador subboiling.

A limpeza da vidraria utilizada foi feita com detergente e 4gua, seguida da imersao da
mesma em uma solucdo de HNO3z; 10% (v/v) mantido por, no minimo, 48 horas e, logo apos,
lavada trés vezes com agua ultrapurificada, sendo seca em capela de fluxo laminar antes de

ser empregada na analise.
4.2. Modificador quimico

Empregou-se uma solucdo-padrdo de Au 1000 mg/L — SpecSol® (QuimLab — Séo
Paulo, Brasil) como modificador permanente, recobrindo o tubo de grafite através da injecéo
de 50 uL desta solucdo e aplicando o programa de temperatura, apresentado na Tabela 2,
sendo este adaptado da literatura.*® Este procedimento foi repetido cinco vezes (massa total de
250 ug de Au).
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Tabela 2 - Programa de temperatura para o recobrimento do forno de grafite com modificador
quimico (250 ug de Au).

Parametros
Etapa Fluxo de gas*
Temperatura, °C Rampa, °C/s Patamar, s
1 110 10 50 Maximo
2 160 30 50 Maximo
3 900 50 10 Minimo
4 1000 1 15 Maximo

*Minimo: 0,1 L.min™*; Maximo: 2,0 L.min™.
4.3. Equipamentos

As mensuracbes foram realizadas utilizando, como sistema de deteccdo, um
espectrometro de absorcdo atdbmica modelo AAS 5 EA (Carl Zeiss — Jena, Alemanha),
equipado com um atomizador eletrotérmico, no caso, um tubo de grafite com aquecimento
transversal sem plataforma L’vov (GF AAS), sendo o programa de temperatura deste
apresentado na Tabela 3. A fonte de radiagdo empregada foi uma lampada de catodo oco de
Hg (Bravoluz — Curitiba, Brasil) com uma corrente elétrica ajustada para 2,0 mA, a linha em
253,7 nm foi escolhida, fenda de 1,2 nm e tempo de integragédo de 4 s. A correcdo do sinal de
fundo (background) foi realizada pela radiacdo de uma lampada de deutério (correcdo por

fonte continua). Todas as mensuracdes foram feitas no modo de absorvancia integrada.

Tabela 3 - Programa de temperatura do forno de grafite para a determinacdo de mercurio.

Parametros
Etapa Fluxo de gas*
Temperatura, °C Rampa, °C/s Patamar, s

Pré-aquecimento 100 25 33 Minimo
Coleta 100 25 20 Nulo
Auto zero 100 0 15 Nulo
Atomizacdo 600 1400 4 Nulo

Limpeza 900 200 10 Méaximo

*Minimo: 0,1 L.min™*; Maximo: 2,0 L.min™.
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Para a homogeneizagdo das amostras, utilizou-se um agitador de tubos do tipo vortex
modelo MA-162 (Marconi — Sdo Paulo, Brasil); e um sonicador/banho ultrassénico modelo
USC-1880A (Unique — Sao Paulo, Brasil) com frequéncia de 37 kHz, poténcia 120 W e ajuste
de temperatura por meio de um banho de agua de até 80 °C.

O tempo de exposicdo da amostra a radiagdo UV foi controlado por intermédio de uma
bomba peristaltica Reglo Analog modelo MS/CA 2/8-160 (Ismatec — Glattbrugg, Suica) com
um intervalo de vazdo de 1,0 a 7,0 mL' min™, equipada com um tubo flexivel de PVC com as
seguintes dimensbes: 0,206 cm i.d. x 455 cm (especificacbes: 3-stop tags ID:
purple/purple/purple, 90 mm entre tags).

O reator fotoquimico consistia em um percurso retorcido de quartzo (com dimens@es
0,11 cm i.d. x 84 cm — volume interno de 0,8 mL), o qual se encontrava inserido no interior de
uma lampada de baixa pressdo de Hg — UV-C (Beijing Titan Instruments Co. — Pequim,
China). O gés argonio (White Martins Gases Industriais Ltda. — Rio de Janeiro, Brasil), com
grau de pureza de 95,5% foi escolhido como gés de arraste. Empregou-se um separador gas-
liquido (GLS), com um volume de 10 mL, para que as espécies volateis geradas fossem
separadas da matriz com o auxilio do gas de arraste e direcionadas para o atomizador, como é
esquematizado na Figura 4. O percurso que interligava o reator com o GLS consistia em um
capilar para liquidos com dimensdes 1,905 cm o.d. x 0,09144 cm i.d. x 42,5 cm; e 0 que
interligava 0 GLS com 0 espectrdmetro consistia, também, em um capilar para gases com

dimensodes 1,905 cm o.d. x 0,6096 cm i.d. x 75 cm.

Figura 4 - Representacdo esquematica do sistema empregado pela PVG.
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4.4. Amostras e tratamento de amostra

As amostras analisadas compreendiam alimentos destinados a lactentes e criancas de
primeira infancia, sendo uma formula infantil, na qual um de seus constituintes era o acido
docosa-hexaendico (DHA — &cido graxo da classe 6mega 3) proveniente de Gleo de peixe; e
dois alimentos de transicdo na condigédo de purés (papinhas), uma com carne de peixe e outra
com carne bovina.

Como ndo ha materiais de referéncia certificados (CRMs) contendo mercurio para esta
classe de amostra, a avaliacdo dos tratamentos de amostra estudados consistiu em fortificar
estas com o analito (spikes) e analisar as recuperagdes obtidas.

Os preparos de amostras foram realizados utilizando TMAH (dissolu¢édo bésica), acido
formico (dissolugcdo éacida) ou H,O, (dissolucdo oxidativa). Avaliou-se o0 emprego de
temperatura e sonicacao, sendo modificados 0s tempos 0s quais permaneceram, as amostras,
nestas condicdes.

Os tratamentos foram adaptados conforme a literatura®” **, sendo realizada a
dissolucdo (com um dos reagentes mencionados acima) de 350 mg de amostra de alimento de
transicdo e 150 mg de férmula infantil em tubos cénicos de polipropileno com tampa de rosca
(tipo Falcon®), homogeneizando por meio do emprego de um agitador de tubos, aquecimento
em um banho de temperatura e posterior afericdo a 10 mL em baldo volumétrico.

Na Tabela 4 estdo sumarizados os tratamentos avaliados para as diferentes amostras
analisadas.

Tabela 4 — Tratamentos avaliados para diferentes amostras.

Volume  Agitador Tempo no banho,

A lubili : o
mostra Solubilizador Solub. mL  de tubos min.(70 °C) Sonicagéo
i TMAH 1 40
Papinha d_e Sim Néo
carne bovina AF* 1 180
Papinha de TMAH 1 Sim 40 Nio
peixe
TMAH 1 40
Férmula H20, 1-3 Sim 40 Sim
infantil AF:H,0, 1:1 40 (15-40 min)
AF 2 180

* AF= Acido formico
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4.5. Curvas de calibragdo e parametros de mérito avaliados

Os pontos da curva de calibragdo externa para a determinacdo de mercurio pela PVG
foram feitos a partir das solucdes-padréo de concentracdes, em ng mL™ de 2,5, 5, 10, 15, 20 e
25, sendo cada ponto feito em triplicata e analisado um volume de 2 mL. Os valores dos LOD
e LOQ foram calculados utilizando o desvio-padrdo amostral de dez medidas do branco (Sy) e
o coeficiente angular (a) da curva de calibracdo externa (também definido como
sensibilidade) — conforme equacGes 5 e 6 — a qual foi construida usando o branco (de
concentracdo 0 pg/L de Hg) e as cinco solucBes-padrdo mencionadas.'® A Tabela 5 expde os

parametros de mérito obtidos utilizando a PVG.
LOD =3*sy,/a (5)
LOQ = 10*sy/ a (6)

Outro parametro avaliado foi a massa caracteristica (mo), a qual consiste na massa de
analito que produz um sinal de absorvancia integrada de 0,0044 s, equivalente a 1% do sinal
de absor¢édo. Este parametro € calculado segundo a equacdo 7, onde m é a massa de analito
localizada em um ponto intermediario da curva de calibragdo externa (m=10 ng) e A, é 0

valor da absorvancia integrada, em segundos, produzida por esta massa:
mo= m*0,0044 / A, (7)
A precisdo das medidas foi avaliada por meio do desvio padrdo relativo (RSD) em

porcentagem, sendo calculado segundo a equacédo 8, onde s é o desvio padrdo da triplicata e x

a média dos valores de massa.
RSD% = 100*s/x (8)

As recuperacdes foram calculadas segundo o equacéo 9, onde A", ¢é a absorvancia
integrada (média da triplicata) da amostra fortificada com 10 ng do analito; Asm € a
absorvancia integrada (media) da amostra; e A, € a absorvancia integrada de um ponto

intermediério da curva de calibragdo (m=10 ng).
Rec.%= 100*(A'um - Aam) / A, (9)

A vida util do forno e os ciclos de atomizagéo foram outros fatores avaliados uma vez
que estes podem ser incluidos como parametros de mérito da técnica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacdes das condicOes de geracéo fotoquimica de vapor de mercario

Estudos de otimizagdo foram realizados variando-se os seguintes parametros: fluxo do
gas de arraste no intervalo de 47 a 160 mL.min.™; vazdo de amostra no intervalo de 1,0 a 7,8
mL.min.™; temperatura de coleta; temperatura de atomizagdo; concentragdo de precursor; e
concentracdo de H,O, sendo esta Ultima otimizacdo apresentada na secdo 5.4. Todas as
otimizacdes foram realizadas empregando-se um solugéo-padrdo de Hg de 5 ng.mL™ com
acido férmico como precursor, sendo que as mesma condic¢des otimizadas foram empregadas
para os demais precursores. As medidas apresentaram precisdes satisfatorias com RSD’s
abaixo de 5%. Estes estudos estdo apresentados nas Figuras 5, 6, 7, 8 e 10, respectivamente.

Na Figura 5 se observa o comportamento do sinal de absorvancia integrada ante o
fluxo de gas de arraste (argbnio), o qual, ap6s a passagem da amostra no reator fotoquimico,
auxilia na separacdo das espécies volateis do analito (fase gasosa) de sua matriz (fase

condensada) no separador gas-liquido, e as transporta até o sistema de detec¢édo (Figura 4).

Figura 5 - Estudo de otimizacgdo do fluxo de gas de arraste (Argénio) na determinacdo de Hg
por PVG-GF AAS. Precursor acido formico (10% v/v). Solugdo-padrdo de 5 ng.mL™ de Hg.
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Constata-se, por esta figura, um patamar entre 80 e 130 mL.min.}, contudo,
empregou-se a vazdo intermediéria de 96 mL.min.™ para as anélises, em razéo das oscilacdes
do gas, decorrente da entrada da amostra no separador gas-liquido, serem menores nesta
condicdo, deste modo evitando provaveis interferéncias na quantificacdo do analito.

O tempo de exposi¢do da amostra a radiacdo UV foi avaliado por meio da vazao desta
através do percurso analitico. Nota-se, pela Figura 6, um decaimento linear do sinal de
absorvancia integrada com o incremento da vazdo, uma vez que esta € inversamente
proporcional ao tempo de irradiagdo da amostra, ou seja, com este aumento se diminui o
tempo de radiacdo incidente sobre essa. Observa-se um maior sinal quando a vazéo é de 1,0
mL.min.™, entretanto se aplicou a vazdo de 2,9 mL.min.™, visto que nesta condicdo ocorre a
diminuicdo do tempo de analise (aumentando a frequéncia analitica) e uma diminuicdo de
apenas 4% do sinal. Ao empregar esta vazdo o tempo de exposicdo da amostra a radiacéo

ficou em torno de 16 segundos.

Figura 6 - Estudo de otimizacdo da vazdo de amostra na determinacdo de Hg por PVG-GF
AAS. Precursor &cido formico (10% v/v). Solugdo-padrdo de 5 ng.mL™ de Hg (T.= 600 °C).
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A otimizacédo da temperatura de coleta foi realizada sendo constatado o decréscimo do
sinal com o aumento da temperatura conforme apresentado na Figura 7. O intervalo estudado
se encontrava entre 100 °C e 200 °C, uma vez que 0 equipamento empregado para as analises
ndo possibilitava temperaturas abaixo da minima do intervalo avaliado, quando iniciada a

medida. O consideravel decréscimo do sinal ocorre em virtude da diminuicdo da sor¢édo
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(amalgamacdo) do analito ocasionada pelo aumento da temperatura. Logo a temperatura

6tima consistia em 100 °C, sendo assim empregada nas demais andlises.

Figura 7 - Estudo de otimizacdo da temperatura de coleta das espécies volateis do analito na
determinacéo de Hg por PVG-GF AAS. Precursor acido formico (10% v/v). Solucéo-padrao
de 5 ng.mL™* de Hg (T,= 700 °C).
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Na Figura 8 esta apresentado o estudo de otimizacdo da temperatura de atomizacgéo
para a determinacdo de Hg por PVG-AAS. Constata-se um decaimento aparentemente
exponencial com o incremento da temperatura, sendo o maior valor do sinal de absorvancia
integrada para 500 °C. Este decaimento pode ser explicado em consequéncia da expansdo
brusca da nuvem atémica do analito, 0 que provavelmente encurta o tempo de residéncia
deste no volume de absor¢édo (ou de observagédo) ao aplicar altas temperaturas, deste modo
interferindo negativamente na mensuracao e havendo um decréscimo do sinal como resultado.

Entretanto, a atomizacdo do analito ndo € uniforme na temperatura de maior sinal (500
°C), sendo necessario um maior tempo de integracdo (vide Figura 9.a). Deste modo, aplicou-
se 600 °C nas demais andlises garantindo a atomizacdo completa do analito (vide Figura 9.b)
em um menor tempo de integragéo (4 s, conforme a Tabela 3), 0 que aumenta a razéo sinal-
ruido melhorando os LOD e LOQ, além da apreciavel melhora nas precisdes e consequente

diminuicdo do tempo de analise.™
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Figura 8 - Estudo de otimizacdo da temperatura de atomizacdo na determinacdo de Hg por
PVG-GF AAS. Precursor: 4cido formico (10% v/v). Solucéo-padréo de 5 ng.mL™ de Hag.
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Figura 9 - Sinais de absorvancia para diferentes temperaturas de atomizacéo: (a) 500 °C e (b)
600 °C. Solucdo-padrio de 5 ng.mL™ de Hg, precursor: cido férmico (10% v/v). Correcdo do
sinal de fundo (background) em vermelho (linha de base).
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Outro pardmetro avaliado foi a concentragdo de precursor (acido férmico), sendo o
estudo mostrado na Figura 10. O intervalo de concentracdo estudado foi de 5% a 40% (v/v) de
acido formico, estando na concentragdo de 10% o maior sinal de absorvancia integrada, sendo

esta a concentracdo empregada nas demais analises, em razéo disto e das melhores precisdes.

Figura 10 - Estudo de otimizacdo da concentracdo de precursor para a determinacdo de Hg
por PVG-GF AAS. Precursor acido formico (10% v/v). Solucdo-padrdo de 5 ng/mL de Hg
(Ta= 700 °C).
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Na Tabela 5 estdo expostos os valores dos parametros otimizados (com éacido férmico
como precursor) e que foram empregados para a construcdo das curvas analiticas e para a

determinacdo de mercurio total em amostras de alimentos (se¢édo 4.4) utilizando a PVG.

Tabela 5 - Valores dos parametros otimizados para a determinagdo de Hg total por PVG-
AAS. Precursor: acido formico.

Parametros Valores otimizados
Temperatura de atomizagao 600 °C
Temperatura de coleta 100 °C
Concentracéo de precursor 10% (v/v)
Vaz&o de gés de arraste 96 mL.min.™
Vaz&o de amostra 2,9 mL.min.*

*Tempo de exposicdo da amostra a radiacdo: 16 s
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As mesmas condicBes otimizadas para o &cido formico foram aplicadas para os demais
precursores. Na Figura 11 é mostrado o perfil tipico do sinal de absorvéncia obtido para a
solucdo de 5 ng.mL™ de Hg sendo TMAH o precursor (sinal este comparavel com o da Figura
9.b). Observa-se, por esta figura, a auséncia de sinal de fundo (background) quando

empregada a PVG como técnica de insercdo de amostra.

Figura 11 - Perfil de absorvancia de uma solucdo de 5 ng.mL™* com TMAH como precursor
(10% v/v). Correcdo do sinal de fundo (background) em vermelho (linha de base). T,= 600
°C)..
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Outra observacdo que deve ser mencionada € a etapa de pir6lise ser dispensavel, visto
que o tubo de grafite ndo entra em contato com a matriz da amostra, uma vez que a PVG ¢
uma técnica de introducdo a qual separa previamente o analito da matriz. Em consequéncia
disto, verifica-se um aumento da durabilidade do tubo de grafite como sera abordado na

proxima secao.
5.2. Estudo de interferéncia por cloretos

Uma desvantagem muito discutida quanto ao emprego da PVG como técnica de
insercdo de amostra consiste no uso de acidos inorganicos como o HCI no tratamento de
amostra para a determinacdo de mercdrio, uma vez que na presenca de seus anions ocorre a

formacgéo de complexos do analito, o que interferem na geracdo das espécies volateis deste,
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como é sugerido por alguns autores.** ** ¢ Este ¢ mais um estudo realizado para corroborar
com esta hipotese, visto o aparente decaimento exponencial observado para o sinal de

absorvancia integrada em funcéo do aumento da concentracao de HCI conforme a Figura 12.

Figura 12 - Estudo de interferéncia do HCI, tendo como precursor &cido férmico (10% v/v).
Soluco-padréo de 5 ng.mL™ de Hg. (T,= 600 °C).
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Em consequéncia disto, buscou-se avaliar dissolu¢Ges da amostra com TMAH (uma
conhecida base organica forte), com &cido formico (o mais simples acido organico de baixo
peso molecular) e H,O,, um conhecido agente oxidante. A escolha destes reagentes ocorreu
em razdo dos dois primeiros atuarem como precursores para a formacao das espécies volateis
do analito na presenca de radiacdo UV; e o Ultimo em virtude do seu elevado poder oxidante
na quebra da matéria orgénica ocasionada pela formacdo de radicais hidroxilas no meio
reacional. Avaliou-se a possibilidade de andlise direta da amostra solubilizada, mediante a
introducdo desta no reator fotoquimico, uma vez que o tratamento com radiacdo UV é uma

forma simples e limpa de tratamento da amostra.** *°



36

5.3. Curvas de calibracdo externa e parametros de mérito

Sabendo-se que a espectrometria de absorcdo atdmica ndo é uma técnica absoluta®®,
foram construidas curvas de calibracdo externa para diferentes precursores, empregando as
condicdes otimizadas obtidas anteriormente. Nas Figuras 13, 14, 15 e 16 estdo apresentados
os perfis destas curvas demonstrando, assim, a sua linearidade conforme a lei de Lambert-
Beer (Aint o m). As precisdes obtidas (n=3), para cada ponto das curvas, foram avaliadas por
meio do RSD, o qual se encontrava abaixo de 5% para todos 0s precursores empregados.

Destaca-se aqui que o emprego de H,O, em conjunto com acido férmico foi o que
apresentou a melhor sensibilidade como é constatado na Figura 13. A razdo para isto sera

descrita na secéo 5.4.

Figura 13 - Curva de calibracdo externa para a determinacdo de mercurio pela PVG-GF AAS,
empregando &4cido formico (10% v/v) como precursor e 1,5 mol.L™ de H,0, (n=3, para cada
ponto), sendo Ain 0 valor de absorvancia integrada em s; e m a massa do analito em ng.
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Figura 14 - Curva de calibracdo externa para a determinacdo de mercurio pela PVG-GF AAS,
empregando TMAH (10% v/v) como precursor (n=3, para cada ponto) sendo Ai,; 0 valor de
absorvancia integrada em s; e m a massa do analito em ng.
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Figura 15 - Curva de calibracdo externa para a determinacdo de mercurio pela PVG-GF AAS,
empregando propanol (10% v/v) como precursor (n=3, para cada ponto) sendo Ain; 0 valor de
absorvancia integrada em s; e m a massa do analito em ng.
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Figura 16 - Curva de calibracdo externa para a determinacdo de mercurio pela PVG-GF AAS,
empregando acido formico (10% v/v) como precursor (n=3, para cada ponto) sendo Ajq; 0
valor de absorvancia integrada em s; e m a massa do analito em ng.
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A Tabela 6 sumariza os parametros de mérito obtidos para diferentes precursores.
Nota-se que foram obtidos os melhores parametros de mérito para o acido formico com H,0,,
uma vez que na presenca deste houve um incremento no sinal de absorvancia integrada como

ser4 abordado na proxima segéo.

Tabela 6 - Pardmetros de mérito para determinacdo de Hg por PVG-GF AAS. (Prop.:
propanol; AF: acido férmico; TMAH: hidroxido de tetrametilaménio)

Parametro AF+H,0, TMAH PROP. AF
Sensibilidade, s/ng (m) 0,0225 0,0157 0,0098 0,01724
Coeficiente (‘:S correlagdo ) ggg7 0,9993 0,9994 0,9982

LOD, ng 0,36 0,98 0,49 0,65

LOQ, ng 1,19 3,27 1,63 2,16

Massa caracteristica, ng 0,19 0,27 0,40 0,24
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Os LOD’s e LOQ’s obtidos ao empregar diferentes precursores estdo todos abaixo dos
teores previstos pela legislagdo vigente, o que demonstra que a técnica é adequada para a
determinacdo de Hg em amostras de alimentos.

Uma importante observacdo que deve ser realizada é que, até 0 momento, ndo ha
relatos na literatura quanto ao emprego de H,O, em conjunto com &cido férmico para a
determinacdo de Hg por PVG-AAS, ademais, destacando a massa caracteristica obtida de 190
pg, a qual é comparavel com dados da literatura (160 pg).’

Constatou-se que a permanéncia do modificador quimico no tubo de grafite era
dependente do precursor empregado, sendo que a diminuicdo do sinal analitico ocorria apos
70 ciclos de atomizacdo quando empregado TMAH como precursor, e 100 ciclos quando
empregado acido férmico. Tal comportamento ocorre em razdo da provavel formacéo de
vapor de TMAH o qual pode estar degradando o modificador quimico (Au).

A vida util do tubo de grafite foi avaliada por meio do formato do sinal transiente
(simetria deste), das precisdes apresentadas nas mensuragdes e do aspecto do tubo de grafite
(por inspecdo). No periodo deste estudo, ndo houve mudancas significativas destes
parametros, alcancando até o momento 1015 queimas, Vvisto que as temperaturas empregadas

foram relativamente brandas (vide Tabelas 3 e 4).
5.4. Recuperacoes e estudo com H,0,

Para avaliar a exatiddo do método, testes de recuperacdo foram realizados uma vez que
0s teores de mercurio nas amostras analisadas se encontravam abaixo dos LODs para todos 0s
precursores avaliados. As recuperacdes foram calculadas segundo o equacdo 9 descrita na
secdo 4.5.

Na Tabela 7 estdo apresentadas as recuperacOes obtidas empregando diferentes
métodos de preparo para as amostras fortificadas com o analito. A escolha do preparo
consistia na inspec¢do da amostra que se mostrava mais solubilizada para que ndo houvesse
interferéncia ante a passagem desta no interior do reator fotoquimico. Todas as mensuracgdes

foram realizadas em triplicatas.
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Tabela 7 - Recuperacdes obtidas para diferentes métodos de preparo. (A: papinha baseada em
carne bovina, B: papinha baseada em carne de peixe; C: formula infantil)*

Volume, Tempono Tempo de

Amostra  Precursor  Solub. mL banho, sonicagdo, Recup.**,%
prec:Sol. min.(70 °C) min.

A TMAH TMAH 0:1 40 0 98+2
A AF AF 0:1 180 0 145+12
B TMAH TMAH 0:1 40 0 9949
C TMAH TMAH 0:1 40 0 kel
C PROP. H,0, 1:1 40 0 3320
C PROP. H,0; 1:3 40 15 67+10
C PROP. H,0; 1:3 40 40 65115
C AF H,0; 11 40 15 772
C AF+H,0, AF (0+1):1 40 15 75+1
C AF AF 0:2 180 0 106+2

* Massa de amostra: A=B=350 mg, C=150 mg ; **5 ng.mL™ de Hg (spike);***resultados
ndo reprodutiveis.(n=3)

Os testes de recuperacdo foram realizados com diferentes precursores organicos, sao
eles: hidréxido de tetrametilaménio (TMAH), &cido férmico (AF) e propanol (PROP.).
Estudou-se também o emprego de perdxido de hidrogénio (H,O;) ndo como precursor, mas
para a dissolucdo da amostra. Este, quando empregado em conjunto com propanol, ndo se
mostrou como um interferente ante ao sinal obtido, contudo quando aplicado em conjunto
com acido férmico apresentou um expressivo aumento do sinal analitico, como sera abordado
posteriormente.

Quanto as recuperacOes, observou-se que o tratamento da amostra de alimento de
transicdo baseado em carne bovina (A) com TMAH (primeiro ensaio), obteve-se um resultado
coerente com o esperado, demonstrando a capacidade deste em solubilizar adequadamente
amostras organicas.** Mediante este Gltimo resultado, empregou-se o tratamento com TMAH
para 0 preparo do alimento de transicdo baseado em carne de peixe (B), obtendo-se

novamente resultados satisfatorios (Tabela 7). Contudo ao aplicar este tratamento na amostra



41

de formula infantil (C) os resultados obtidos ndo foram reprodutiveis, provavelmente, em
virtude da coloracdo da amostra solubilizada ser muito escuras (provavel carbonizacéo desta),
0 que impede a passagem da radiacdo UV através da mesma, impossibilitando a geracdo dos
radicais necessarios para a fotorreducdo do analito.

Avaliando alternativas ao TMAH e visando aumentar a eficiéncia da quebra de
matéria organica da férmula infantil (C), aplicou-se o peréxido de hidrogénio (H,O,) como
agente oxidante com diferentes precursores (AF, propanol), em virtude da sua inabilidade de
gerar espécies volateis do analito. Utilizando este na amostra, com propanol como precursor,
obteve-se uma recuperacao insatisfatdria, como pode ser observado na Tabela 7. Triplicando a
quantidade de H,0O,, observou-se um acréscimo expressivo na recuperacdo do analito,
contudo ainda insatisfatorio, como pode ser observado pela baixa recuperacdo obtida. Estes
resultados podem estar relacionados ao tamanho de particula, uma vez que esta mistura
(PROP./H,0,), formava uma suspensao, ndo solubilizando completamente a amostra.

Outro estudo foi realizado utilizando &cido formico (AF) como precursor e H,0,,
apresentando melhores recuperacfes se comparado com o propanol (suspensdo com tamanho
de particula muito pequeno), além do incremento consideravel do sinal analitico. No oitavo
caso, aplicou-se o H,O, como solubilizador da amostra, enquanto que no nono, este reagente
foi aplicado no momento da aferi¢do, apresentando os mesmos resultados, ainda assim, com
recuperacdo abaixo da satisfatéria. Em razdo disto, um estudo de otimizagdo, utilizando uma
solucdo padrdo de 5 ng.mL™, foi feito para avaliar a quantidade adequada de peréxido a ser
empregada com &cido férmico. O intervalo estudado se encontrava entre 0 e 7,5 mol.L™ de
H,O,. Pela Figura 17, sdo apresentados os resultados deste estudo, é possivel observar um
aumento do sinal de absorvancia integrada alcancando um maximo em 1,5 mol.L™ de H,0,
para a solucdo-padrdo. A presenca de H,O, auxilia a fotodecomposicdo do acido férmico,

aumentando a concentracdo de radicais hidroxilas (OH) no meio reacional®® *®

, 0 que
provavelmente favorece a formacdo das especies volateis do analito.

Mesmo apresentando os melhores parametros de mérito, 0 emprego do acido formico
em conjunto com H,O, ndo se mostrou adequado, em razdo do H,O, ser, provavelmente,
consumido pela dissolugdo da matriz da amostra, diminuindo a sua concentragdo no meio,

consequentemente, afastando-se da condigéo otimizada (vide Figura 17).
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Figura 17 - Estudo de otimizacdo da concentracdo de H,O; para a determinacgéo de Hg.
Soluco-padréo de 5 ng.mL™ de Hg analisada. Precursor: acido férmico 10% (v/v)
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Finalmente, empregando um tratamento apenas com acido férmico durante 3h, sob
aquecimento, observou-se uma recuperacdo satisfatoria (tamanho de particula imperceptivel,
por inspec¢do) para a amostra de formula infantil (C). Mediante este resultado, aplicou-se este
mesmo tratamento para a amostra A (segundo ensaio), entretanto a recuperacdo obtida foi
acima da esperada indicando uma interferéncia de matriz de forma a aumentar a eficiéncia na
geracdo. Assim, até 0 momento, constata-se a necessidade de dois tratamentos de amostra
diferentes, um com TMAH (papinha, A e B) e outro com AF (férmula infantil, C);

Na Figura 18 esta apresentado o perfil do sinal de absorvancia em funcdo do tempo
para a amostra fortificada de papinha de peixe (spike) por meio da dissolucdo com TMAH
(terceiro caso da Tabela 7). Esta figura ilustra o sinal normalmente obtido, quando empregado
a PVG-GF AAS como método para a mensuracdo de mercirio nas demais amostras
fortificadas e diferentes precursores. Nota-se a auséncia de sinal de fundo (background), uma

vez que o analito é separado de sua matriz.
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Figura 18 - Perfil de absorvancia da amostra de papinha baseada em carne de peixe fortificada
com 5 ng.mL™ de Hg (spike). Precursor: TMAH (10% v/v). Correcéo do sinal de fundo
(background) em vermelho (linha de base)

0,30

0,25 -

0,20 -

0,157 Amostra de papinha de peixe

fortificacdo: 5 ng/mL de Hg
precursor: TMAH

Absorvancia

0,10 -

0,05 -
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6. CONCLUSAO

A geracéo fotoquimica de vapor (PVG), uma técnica relativamente recente de insercéo
de amostra, foi apresentada neste estudo e aplicada para a determinacdo de mercirio em
amostras de féormula infantil e alimentos de transicdo. Empregou-se a espectrometria de
absorcdo atébmica como técnica de deteccdo, sendo a pré-concentracdo e a atomizacao
realizada em um tubo de grafite (PVG-GF AAS) com aquecimento transversal sem
plataforma L’vov, aplicando Au como modificador quimico permanente. Destaca-se aqui que
sem este recobrimento ndo houve sinal do analito para uma solugdo-padrao.

Os melhores pardmetros de mérito foram obtidos com &cido féormico em conjunto com
H.0,, 0 qual incrementa a eficiéncia de geracdo constatada mediante o aumento do sinal
analitico, contudo as recuperacdes obtidas empregando esta mistura ndo foram satisfatorias
uma vez que o H,O, é, provavelmente, consumido pela dissolucdo da amostra. Mesmo
ocorrendo isto, 0 emprego do H,0, ¢é altamente recomendavel para a determinagdo de Hg em
amostras simples como, por exemplo, em amostras de efluentes.

Até o momento, dois tratamentos de amostras foram necessario para as amostras de
alimento analisadas, um com hidroxido de tetrametilaménio (alimentos de transi¢do) e outro
com &cido formico (formulas infantis), sendo este fato constatado mediante testes de
recuperacdo, uma vez que as amostras analisadas apresentaram teores de Hg abaixo dos LODs
para todos os precursores empregados, além de ndo haver materiais de referéncia certificados
gue contenham este analito para esta classe de alimentos.

Constatou-se uma longa vida util do tubo de grafite (mais de 1000 queimas), sendo a
permanéncia do modificador quimico dependente do precursor empregado, uma vez que este
modificador se perde apds 70 ciclos de atomizacdo quando aplicado TMAH como precursor,
e 100 ciclos quando aplicado &cido férmico.

Os LOD’s e LOQ’s obtidos ao empregar diferentes precursores estdo todos abaixo dos
teores previstos pela legislacdo vigente, o que demonstra que a técnica é adequada para a
determinacdo de Hg em amostras de alimentos.

Etapas futuras para a continuidade deste trabalho consistiriam em:

e Estudo de massa de amostra;
e Estudo da influéncia do H,O, no preparo da amostra;
e Emprego da PVG-GF AAS para a determinagdo de outros elementos

formadores de hidretos volateis em alimentos e férmulas infantis, tais como:
As, Cd, Se e Sh.
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