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RESUMO

O emprego das técnicas de geracdo de vapor frio (CV) e geracdo fotoquimica de vapor
(PVG), para conversdo de Hg em vapor atbmico a temperatura ambiente e posterior detec¢cdo
por espectrometria de absorcéo atdmica (AAS), € uma das estratégias mais empregadas para a
determinacédo desse elemento em nivel de tragos. Neste trabalho foi realizada a otimizacao de
métodos analiticos para determinacdo de Hg em peixe pelas técnicas de CV-AAS e PVG-
AAS. As variaveis vazdo de solucdo carreadora, vazdo de gas de arraste, concentracdo de
acido formico (para a PVG) e concentracdo de HCI e NaBH4 (para a CV), foram otimizadas
empregando estratégias univariadas e multivariadas. Pela comparacdo das sensibilidades
obtidas atraveés da otimizacdo univariada para as duas técnicas, se estimou uma eficiéncia de
133% para PVG, em comparagdo a CV. Este fato ndo é condizente com outros trabalhos
reportados na literatura. Deste modo, foi realizada uma otimizacdo multivariada para ambas
as técnicas. Os resultados obtidos pela aplicacdo dos planejamentos experimentais, fatorial
completo de dois niveis e de Doehlert, mostraram que as varidveis estudadas apresentaram
efeitos de interacdo, indicando que essa estratégia é mais adequada para a otimizacdo das
variaveis. O planejamento experimental resultou na melhora dos pardmetros de mérito para a
CV, e em um aumento de 40% na sensibilidade. Porém o LD e o LQ foram superiores aos da
PVG. A eficiéncia da PVG estimada nessas condicOes foi de 96%. Os métodos otimizados
permitiram a determinacdo simples, exata e precisa de Hg em peixe através das técnicas CV-
AAS e PVG-AAS.



ABSTRACT

The use of cold vapor (CV) and photochemical vapor generation (PVG) techniques, for Hg
conversion to atomic vapor at room temperature and subsequent detection by atomic
absorption spectrometry (AAS), is one of the most used strategies for the determination of
this element at trace levels. In this work analytical methods for Hg determination in fish by
CV-AAS and PVG-AAS were optimized. Parameters as carrier solution flow rate, carrier gas
flow rate, formic acid concentration (PVG), HCI and NaBHa4 concentrations (CV) were
optimized by univariate and multivariate strategies. By comparing the sensitivities obtained
through the univariate optimization for the two techniques, an efficiency of 133% was
estimated for PVG, compared to CV. This fact is not consistent with other studies reported in
the literature. Thus, a multivariate optimization was performed for both techniques. The
results obtained by experimental designs (two-level full factorial design and Doehlert matrix
design) showed that the studied variables presented interaction effects, indicating that this
strategy is more adequate for the optimization of the variables. The experimental design led to
enhanced figures of merit for CV, and a 40% increase in sensitivity. However, LD and LQ
were higher than those of PVG. The efficiency of the PVG estimated under these conditions
was 96%. The optimized methods allowed simple and accurate determination of Hg in fish by
CV-AAS and PVG-AAS techniques.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Lampada de UV (a) e espiral de quartzo (b) usados para a constru¢do do reator

fotoquIMICO NA PV G A0 HQ. ..o 14
Figura 2. Esquema do sistema de inje¢do em fluxo usado paraa CV do Hg.........cc.cccvruenee. 16
Figura 3. Esquema do sistema de injecdo em fluxo usado paraa PVG do Hg. ........cccevvenee 17

Figura 4. Efeito da vazao de Ar na arca (m) ¢ altura (o) do pico. CondigOes experimentais:

concentracdo de HCI: 0,4 mol L, concentragdo de NaBHa: 0,2% (m/v), vaz&o de HCI: 6 mL

Figura 5. Efeito da concentracdo de HCI na area (m) e altura (o) do pico. Condigdes

experimentais: NaBH4 0,2% (m/v), vazdo Ar: 50 mL min, vazdo de HCI: 6 mL min. ....... 21

Figura 6. Efeito da concentracdo de NaBH4 na area (m) e altura (o) do pico. Condigdes
experimentais: concentracdo de HCI: 1 mol L, vazdo Ar: 50 mL min’, vazdo de HCI: 6 mL

Figura 7. Efeito da vazdo de HCI na area (m) e altura (o) do pico. CondicOes experimentais:
concentragio de HCI: 1 mol L*, concentragdo de NaBHs: 0,1% (m/v), vazdo de Ar: 50

0010 21T USRS SRRSO 22

Figura 8. Estudo do efeito da concentragdo do acido acético (m), acido formico (A) e n-
propanol (o) a) na absorvancia integrada do Hg e b) na absorvancia do Hg. Condicdes

experimentais: vaz&o de Ar: 50 mL min, vazdo do precursor organico: 7 mL min™............. 23

Figura 9. Efeito da vazao de Ar na areca (m) ¢ altura (o) do pico. Condigdes experimentais:

concentracéo de AF: 5% (v/V), vazdo de AF: 7mL min™. ..o 24

Figura 10. Efeito da vazdo de AF na arca (m) ¢ altura (o) do pico. Condic¢Oes experimentais:

concentragéo de AF: 5% (v/Vv), vazao de Ar: 40 mL min.. ..o 25

Figura 11. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis estudadas na CV-AAS, a um nivel de
CONFIANGA B 950, ...ttt bbbttt ettt bbbt ne s 28

Figura 12. Gréficos de superficies de resposta paraa CV-AAS. ........cccvvveiieieve i 31

Vi



Figura 13. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis estudadas na PVG-AAS, a um nivel de

CONFIANGA B 9590, bbbttt bbb 33
Figura 14. Graficos de superficies de resposta para a PVG-AAS. ........cccocevevieiveiesiee e 35

Figura 15. Aspecto das amostras a) antes e b) apos diluicdo de 1:10. Da esquerda para a

direita: DOLT-4, musculo de peixe e tecido de atum...........cccevveveiiniieie e 39

Vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. AplicacOes da estratégia multivariada na otimizacao da geracédo de vapor frio. .....11

Tabela 2. Parametros de mérito instrumentais obtidos para CV e PVG a partir da otimizacao

0 TNV Z L4 - To - SRR 27
Tabela 3. Matriz e resultados do planejamento 24 paraa CV-AAS. .......cccocoeeveeeveererecennn. 28
Tabela 4. Matriz e resultados do planejamento Doehlert realizado para a CV-AAS. ......Error!

Bookmark not defined.

Tabela 5. Condicbes Otimas encontrada para a CV-AAS empregando as estratégias

univariada e multivariada de OtIMIZAGAD. ........ccerveruiriiiriiieee s 31
Tabela 6. Matriz e resultados do planejamento 23 para a PVG-AAS. ........cccccevevevevessnennn. 33
Tabela 7. Matriz e resultados do planejamento Doehlert realizado para a PVG-AAS............ 34

Tabela 8. Condi¢des Otimas encontrada para a PVG-AAS empregando as estratégias

univariada e multivariada de OtIMIZAGAD. ........ccerveririiriiieieee s 36

Tabela 9. Parametros de mérito instrumentais obtidos para CV e PVG a partir da otimizacdo

IMUITIVAITAAA. .ottt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeanees 37

Tabela 10. Pardmetros de mérito do método para a determinacéo de Hg por CV-AAS e PVG-
Y TSP P TR 40

Tabela 11. Determinacdo de Hg em CRM e materiais de referéncia por CV-AAS e PVG-

viii



AAS

AFS

Aint
CCD
CRM
Cv
CVG

F AAS

FI
GF AAS

GLS

HCL

HG
HR-CS-GF
AAS
ICP-MS

ICP OES

LD
LMWC

LQ

LISTA DE ABREVIATURAS

Espectrometria de absorcdo atdmica (do inglés “atomic absorption
spectrometry”)

Espectrometria de fluorescéncia atbmica (do inglés “atomic fluorescence
espectrometry’’)

Absorvancia integrada

Planejamento composto central (do inglés “central composite design’)
Material de referéncia certificado (do inglés “certified reference material )
Vapor frio (do inglés “cold vapor”)

Geracdo quimica de vapor (do inglés “Chemical vapor generation”)
Espectrometria de absor¢do atdmica com chama (do inglés “flame atomic
absorption spectrometry”)

Injecdo em fluxo (do inglés “flow injection”)

Espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite (do inglés “graphite

furnace atomic absorption spectrometry’’)

Separador gés-liquido (do inglés “gas-liquid separator”)

Lampada de catodo oco (do inglés “hallow cathod lamp”)

Geracdo de hidretos (do inglés “hydride generation™)
Espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com fonte continua e
forno de grafite (do inglés “high resolution continuum source graphite
furnace atomic absorption spectrometry”)

Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (do inglés
“inductively coupled plasma mass spectrometry”)

Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (do
inglés “inductively coupled plasma optical emission spectrometry”)

Limite de deteccao

Composto organico de baixo peso molecular (do inglés “low molecular
weight organic compund’)

Limite de quantificacéo



LS AAS Espectrometria de absorcdo atdmica com fonte de linha (do inglés “line

source atomic absorption spectrometry’)

PBD Planejamento Plackett-Burman (do inglés “Plackett-Burman Design”)

PVG Geracdo fotoquimica de vapor (do inglés “photochemical vapor generation’)
RSD Desvio padréo relativo (do inglés “relative standard deviation”)

RSM Metodologia de superficie de resposta (do inglés “responce surface

methodology”)

TMAH Hidroxido de tetrametilamdnio (do inglés “tetramethylammonium hydroxide ”



1. INTRODUCAO

O mercurio é considerado um metal potencialmente toxico e um poluente ambiental
que pode causar diversos prejuizos a saude mesmo em baixas concentracdes. No ambiente
aquatico, o Hg inorganico sofre metilacdo por acdo de microrganismos e é acumulado ao
longo da cadeia alimentar como metilmercdrio (MeHg"). Isso faz com que o consumo de
frutos do mar seja a principal forma de exposi¢do do ser humano ao Hg. Em contrapartida,
esses alimentos sao fontes de proteinas, minerais e acidos graxos essenciais, dessa forma, é
importante que facam parte da nossa alimentacdo. Assim, a legislacdo brasileira estabelece
que a concentracio maxima de Hg permitida em peixe seja de 0,5 mg kg™ (para presas) e de
1,0 mg kg* (para predadores).

A determinacdo de Hg é comumente feita através de geracdo de vapor frio, usando a
espectrometria de absorcdo atdbmica (CV-AAS) ou espectrometria de fluorescéncia atdmica
(CV-AFS) como sistema de detec¢do. Uma alternativa ao uso da CV consiste na utilizagdo da
geracgdo fotoquimica de vapor (PVG) como técnica de introducdo de amostra.

As técnicas de geracdo de vapor como a CV e a PVG se baseiam na conversdo do
analito em uma espécie volatil previamente a sua introdugdo no atomizador. Em comparacgéo
com outras técnicas de introducdo de amostra a CV e a PVG apresentam algumas vantagens,
pois permitem a introducgdo de maiores volumes de amostra (conferindo maior sensibilidade e
menores limites de deteccdo), tem eficiéncia de transporte de analito de cerca de 100% e
apresentam menor risco de interferéncias, uma vez que o analito é separado da matriz.

A otimizacdo das condicdes de geracdo de vapor dessas técnicas geralmente ¢ feita de
forma univariada, na qual as variaveis sdo estudadas individualmente, sem considerar que
haja interacdo entre elas. Como resultado as condi¢des otimizadas podem ndo corresponder as
condicdes Otimas para a técnica. Nesse sentido, empregar estratégias de otimizacdo
multivariadas, nas quais as variaveis sdo estudadas simultaneamente, observando-se possiveis
interacdes entre as mesmas, pode ser uma alternativa vantajosa.

Neste trabalho, as técnicas de geracdo quimica de vapor e geragdo fotoquimica de
vapor, acopladas a espectrometria de absor¢do atémica (CV-AAS e PVG-AAS) foram
empregadas na determinacdo de Hg em peixe. A otimizagao das condigdes experimentais para

geracdo de vapor foi realizada através do uso das estratégias univariada e multivariada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MERCURIO

O mercurio é considerado um metal potencialmente tdxico que pode ocorrer na
natureza nas formas elementar (Hg®), idnica (Hg?* e Hg3"), e nas formas organicas, onde o
Hg esté ligado covalentemente a um radical organico, sendo as mais comuns o metilmercurio
(MeHg") e o dimetilmerctrio ((Me)2Hg). E conhecido que as formas organicas de Hg
apresentam maior toxicidade que as inorganicas devido a maior lipofilicidade desses
compostos, facilitando a sua absorcdo pela pele.l 2 Além disso, o cation metilmercurio tem
grande afinidade por grupos anidnicos contendo enxofre, em especial ao grupo tiol (-SH) que
esta presente em aminoacidos como a cisteina (Cys). O complexo MeHg-Cys formado é
reconhecido por proteinas de transporte, como a metionina, e é transportado livremente pelo
corpo, inclusive através da barreira hematoencefalica e da placenta. Devido ao fato de se ligar
fortemente a essas proteinas 0 MeHg" ndo é liberado rapidamente do organismo, tendo um
tempo de meia vida no sangue humano de cerca de 50 dias.?

Uma vez no organismo a acdo tdxica dos compostos de Hg pode ocorrer por diversos
mecanismos, dependendo da forma quimica absorvida, da dose e da frequéncia de exposicdo®.
Entre os prejuizos a salde decorrentes da exposi¢do ao Hg estdo danos ao sistema nervoso
central, doencas cardiovasculares, renais, pulmonares, autismo, ma formacdo de feto e
infertilidade.®

As espécies de Hg®, Hg?", MeHg" e (Me).Hg podem ser facilmente interconvertidas
pelo ciclo biogeoquimico do Hg, que envolve o transporte do Hg pela atmosfera, sua
deposicdo em sedimentos de oceanos, e sua revolatilizacdo.® O Hg® na forma de vapor é
liberado naturalmente na atmosfera por atividades vulcéanicas e geoldgicas. Porém, atividades
antropogénicas como a queima de combustiveis fosseis, minera¢do, processos industriais,
entre outros, sdo a principal fonte de emissdo de Hg na atmosfera.” O Hg° presente na
atmosfera é oxidado a Hg?* (forma mais soltvel) que é depositada em sedimentos de oceanos,
essa espeécie de Hg pode seguir trés caminhos: i) Permanecer depositada no fundo dos oceanos
na forma pouco soluvel de HgS; ii) ser reduzida, formando novamente Hg® que sera reemitido
para a atmosfera reiniciando o ciclo; e iii) ser convertida em MeHg" e (Me)2Hg por a¢édo de
bactérias e microorganismos.®:8

A conversdo de especies inorganicas em espécies metiladas é a primeira etapa nos

processos de bioacumulagdo e biomagnificagdo do Hg no ambiente aquatico. O MeHg"
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formado pode ser consumido por peixes que ocupam posi¢des baixas na cadeia alimentar,
resultando na acumulagcdo de MeHg" em seus musculos e tecidos, através de um processo
chamado bioacumulacdo. Esse primeiro processo, pode levar a biomagnificacdo do MeHg" ao
longo da cadeia alimentar, isso ocorre quando peixes predadores se alimentam de presas que
ja tenham MeHg" bioacumulado em seus musculos ou tecidos.? ® Esses processos conferem
aos peixes do topo da cadeia alimentar uma concentracdo de MeHg" cerca de 100.000 vezes

maior que o meio aquatico ao seu redor.’
2.2 TECNICAS PARA A DETERMINACAO DE MERCURIO

A determinacdo de Hg em amostras bioldgicas geralmente é feita empregando técnicas
espectrométricas. As técnicas com plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS)
possuem a vantagem de permitir a analise multielementar, porém, nem sempre 0s parametros
instrumentais utilizados estdo nas condi¢des otimizadas para todos os analitos; sendo ainda,
muito suscetiveis a interferéncias espectrais e de matriz, apresentando alto custo nas analises.
A espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) é uma alternativa de
menor custo, e por ser uma técnica monoelementar permite a utilizacdo de condicdes
instrumentais 6timas para cada analito. No entanto, a analise de matrizes complexas pode ser
problematica, devido ao efeito de matriz e a volatilidade do Hg.*°

A introducdo de amostra nesses equipamentos pode ser realizada de diferentes modos,
dependendo, principalmente, do seu estado fisico. Nas técnicas como a ICP OES e ICP-MS a
amostra a ser analisada é convertida em um aerossol, sendo que apenas 3-5% da amostra
introduzida chega ao atomizador, o que resulta em perda de sensibilidade. Além disso, existe
a necessidade das amostras estarem em solugdo, sendo que na maioria dos casos €
imprescindivel uma etapa prévia de preparo de amostra. Na GF AAS 0 mesmo pode ser
necessario para eliminar o efeito de matriz na analise de amostras complexas.

Alternativamente, essas técnicas espectrométricas podem ser acopladas a técnicas de
geracdo de vapor. Estas técnicas consistem na conversdo do analito em uma espécie volatil,
previamente a sua introducdo no sistema de deteccdo. As técnicas mais utilizadas para isso
sdo a geracdo quimica de vapor (CVG) e a geracdo fotoquimica de vapor (PVG).

As técnicas de geragdo de vapor tém como vantagens: i) a separacgdo prévia do analito
da matriz, minimizando possiveis interferéncias; ii) a alta eficiéncia de transporte do analito
(aproximadamente 100% do analito presente na amostra pode ser convertido em espécies

volateis), conferindo a essas técnicas alta sensibilidade; iii) os melhores limites de detec¢éo e
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quantificacdo, ja que as técnicas possibilitam a introducdo de maiores volumes de amostra no
sistema; iv) a possibilidade de pré-concentracdo do analito, dependendo do sistema utilizado;
e V) a possibilidade de estudos de especiacdo devido aos diferentes comportamentos do
analito em funcdo do seu estado de oxidagdo, e também com acoplamento de diferentes
técnicas de deteccdo, como ICP-MS, ICP OES, GF AAS e espectrometria de fluorescéncia
atdmica (AFS).1t 12

A determinacdo de Hg utilizando técnicas de geracdo de vapor acopladas a AAS ou
AFS possui a vantagem de permitir sua deteccdo em temperatura ambiente, sem a necessidade
de uma etapa de atomizacdo para a formacdo de atomos gasosos de Hg no estado
fundamental. Isso é possivel devido a alta pressdo de vapor o Hg, permitindo sua reducédo a
vapor atdmico em temperatura ambiente.’® Assim, existem sistemas comerciais especificos
para determinacao de Hg (Analisadores de Hg), que utilizam a geracdo quimica de vapor para
conversdo do Hg em vapor atdmico, e posterior deteccdo baseada nos principios da AAS ou
da AFS. Os Analisadores de Hg sdo uma alternativa aos equipamentos comerciais de AAS e
AFS, por possuirem uma instrumentacdo mais simples e de baixo custo. Os mesmos
Analisadores de Hg comerciais podem ser usados com PVG, porém, nesse caso é necessario o

acoplamento de um reator fotoquimico.

2.2.1 Espectrometria de absorgdo atbmica

A AAS se baseia na propriedade de que atomos livres (gasosos) absorvem a energia
emitida por uma fonte de radiacdo eletromagnética, passando de um estado eletrbnico de
menor energia (fundamental) para um estado eletrdnico de maior energia (excitado). A
relacdo entre a atenuacdo da radiacdo eletromagnética resultante da absorcdo atbmica, e a
concentracdo de atomos no estado fundamental é fornecida pela lei de Lambert-Beer
(Equacdo 1). Nessa equacdo A é a absorvancia; lo e It as intensidades de radiagdo emitida e
transmitida (ou ndo absorvida), respectivamente; € é o coeficiente de absortividade molar do
meio; b € o comprimento do caminho Optico; e ¢ é a concentracdo de atomos no estado

fundamental.*® 14
A =log lo/lt = ebc Equacéo 1

Os componentes basicos de um espectrémetro de absorcdo atdmica sdo: a fonte de

radiacdo, o atomizador, 0 monocromador e o detector.



Nos espectrometros de absorcdo atobmica com fonte de linha (LS AAS) a fonte de
radiacdo consiste de uma lampada que emite um comprimento de onda especifico do analito
de interesse, sendo a lampada de catodo oco (HCL) a mais utilizada, tornando a técnica
monoelementar.*® * Em alguns modelos de Analisadores de Hg a fonte de radiacio
empregada pode consistir em uma lampada de baixa presséo de Hg.

A radiagdo emitida passa pelo atomizador, onde o0s atomos gasosos no estado
fundamental irdo absorver parte da radiacdo, passando para o estado excitado. Em AAS a
atomizacdo do analito pode ser promovida na chama, no forno de grafite ou na cela de
quartzo. Nos dois primeiros casos a atomizacdo ocorre por dissociacdo térmica, devido as
altas temperaturas empregadas (até 3000 °C). Na cela de quartzo, como temperaturas menores
sdo empregadas (~ 900 °C) a atomizacdo ndo ocorre devido a dissociacdo térmica e sim
através de colisbes do analito com radicais He. O tubo de quartzo € utilizado como atomizador
especificamente quando as técnicas de geracdo de vapor sdo usadas para introducdo da
amostra. E no caso do Hg, como é gerado vapor atdbmico a temperatura ambiente, a cela de
quartzo é empregada como uma cela de absorcdo, sendo aquecida a baixas temperaturas
(~ 50 °C), apenas para evitar a condensacéo do vapor.t* 14

O monocromador tem como funcédo isolar a linha analitica de interesse das demais
linhas de emissdo (p ex. emitidas pelo atomizador). Em LS AAS isso é realizado
principalmente, com o uso de redes de difracdo, nas quais a radiacdo é decomposta em discretos
comprimentos de onda.'® * No entanto, alguns modelos de Analisadores de Hg ndo possuem o
monocromador como componente, tornando o instrumento ainda mais simples. 1sso é possivel,
pois na determinacdo de Hg por CV-AAS ndo é necessaria a etapa de atomizacdo e, assim, a
emissao de linhas espectrais diferentes da linha analitica € minimizada.

Por fim o detector ird4 converter a radiacdo recebida em sinal elétrico. Os detectores

mais comumente empregados sdo as fotomultiplicadoras.*® 14

2.2.2 Geracdo quimica de vapor acoplada a técnicas espectrometricas

A CVG pode ser dividida em duas técnicas, a geracao de hidretos (HG) e a geracao de
vapor frio (CV). Ambas as técnicas se baseiam na conversdo do analito em atomos ou
moléculas volateis, previamente a sua introdugdo no atomizador, utilizando para isso agentes
redutores, como NaBHs, em meio &cido. As espécies volateis formadas sdo separadas da
matriz, que fica na fase liquida, em um separador gas-liquido (GLS) e carreadas até o
atomizador por um gas de arraste. A técnica é seletiva ao analito em um estado de oxidacéao

especifico. Assim, é necessaria a digestdo das amostras, para liberar o analito de suas formas
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organicas, e em alguns casos uma etapa de pré-reducdo antes das analises. A HG é empregada
na determinacdo de elementos formadores de hidretos, caso do As, Bi, Ge, In, Pb, Sh, Se, Sn,
Tee Tl. A CV é empregada para elementos que sdo reduzidos a espécies atbmicas, como 0 Hg
e 0 Cd. Nesse caso, os analitos podem ser quantificados a temperatura ambiente, sem a
necessidade de utilizar instrumentos de maior complexidade.!!: 2

A geracdo de vapor do analito pode ser feita a partir de trés sistemas diferentes:
sistema em batelada, em fluxo continuo (CF) ou de injecdo em fluxo (FI). Na injecdo em
fluxo, a amostra e os reagentes sao introduzidos no sistema através de uma bomba peristaltica.
A solucdo carreadora e 0s reagentes sdo bombeados continuamente, e um volume discreto de
amostra é introduzido com o auxilio de uma valvula de injecdo no fluxo de solucdo
carreadora. Sinais transientes, cuja forma é dependente da dispersdo do analito na solugédo
carreador, sio gerados nesse sistema.t! 14

Devido a simplicidade e as demais vantagens citadas anteriormente, CV tem sido
muito utilizada para a determinacdo de Hg, sendo acoplada a diferentes sistemas de deteccéo.
Segue abaixo a descricdo de alguns trabalhos utilizando Analisadores de Hg, baseados na
conversdo de Hg a vapor atdmico e posterior deteccdo por AAS ou AFS.

Silva et al.™® desenvolveram um método para determinagio de Hg em arroz por CV-
AFS. A reducdo do Hg a vapor atbmico foi realizada com SnCl,, e 0 preparo das amostras
consistiu em digestdo em microondas, utilizando HNOs e H20.. O LD do método foi de
09nggt

Voegborlo et al.'® investigaram diferentes preparos de amostra para a determinacéo de
Hg em tecido de peixe por CV-AAS. As abordagens consistiram na digestdo por via Umida
em sistema aberto, e fatores como temperatura e tempo de decomposicédo foram otimizados. O
procedimento empregando uma mistura de HCI, HNO3s, H2SO4 e HCIO4 resultou em melhor
preciséo e exatiddo. O LD obtido para o método foi de 0,6 ng g.

Kan et al.l” desenvolveram um método para a determinacio de Hg total em amostras
biolégicas por CV-AAS, utilizando um sistema de pré-concentracdo do analito em uma
coluna de ouro. Antes das analises as amostras foram solubilizadas com acido férmico, e as
espécies organicas de Hg foram convertidas em Hg?* pela adicdo de uma mistura de KBrOs e
KBr. O LD obtido para o0 método foi de 1,0 ng g*

Nesses trabalhos os autores investigaram principalmente os preparos de amostras,

procurando estratégias mais simples e de baixo custo. Nesse sentido, poucos estudos foram



realizados com relacdo a otimizacdo das condi¢fes experimentais de geracdo de vapor (p.ex.
concentracéo e vazdo dos reagentes).

2.2.3 Geracdo fotoquimica de vapor acoplada a técnicas espectrométricas

A radiacdo ultravioleta tem sido empregada desde a década de 60 no preparo de
amostras, servindo para eliminar a matriz através da foto-oxidacdo da matéria organica,
atuando na conversdo dos analitos em espécies ibnicas, ou na sua foto-reducdo. Isso é
possivel, uma vez que a radiagcdo UV fornece energia suficiente para a clivagem homolitica de
ligacBes quimicas.8

Guo et al.*® foram os primeiros autores a relatar o uso da radiagdo ultravioleta para a
conversdo do analito em espécies volateis e posterior introducdo no sistema de deteccdo, em
2003. Neste caso, a geracdo de vapor do analito ocorre a partir de uma reacdo fotoquimica,
pela interagdo de um precursor organico com a radiagéo ultravioleta, formando radicais que
reduzem o analito a uma espécie volatil. O precursor organico empregado é geralmente um
composto organico de baixo peso molecular, sendo os acidos carboxilicos 0s mais
empregados. Aldeidos e alcoois também ja foram empregados com sucesso na PVG, porém,
na literatura é sugerido que esses compostos sdo foto-oxidados aos seus respectivos
intermediarios acidos carboxilicos, que entdo seguem um caminho reacional de formacéo de
radicais comum a todos 4cidos carboxilicos.?® 2

A PVG é uma técnica alternativa a CVG, podendo ser acoplada aos mesmos sistemas
de deteccdo (AAS, AFS, ICP-MS, ICP OES). Além disso, apresenta algumas vantagens: i)
utiliza apenas reagentes simples, geralmente compostos organicos de baixo peso molecular
(LMWC), favorecendo a quimica verde e dispensando o uso de agentes redutores caros e
instaveis como o0 NaBHa, cuja solucdo precisa ser preparada diariamente e pode ser fonte de
contaminagdes; ii) € menos suscetivel a interferéncia por metais de transicdo, como Ni?*, Cu?*
e Co?* que atuam como catalisadores decompondo os hidretos formados; ou reagem com o
NaBH.4 consumindo esse reagente e formando coloides que dificultam o processo de liberagdo
do analito para a fase vapor.2% 2

Desde o primeiro trabalho relatando o uso da PVG para a converséo do analito em
espécies volateis, as potencialidades da técnica como uma alternativa a geragdo quimica de
vapor tem sido extensamente investigadas. No entanto, mesmo com as vantagens de custo e
simplicidade, ndo foram encontrados trabalhos reportando o acoplamento da PVG aos
Analisadores de Hg.



Chen et al.?? propuseram o uso da PVG para a especiacdo de Hg (MeHg" e Hg*") em
amostras de 6leo de peixe, se baseando nos diferentes comportamentos das espécies do analito
frente a radiacdo UV. A partir da exposicdo das amostras a radiagdo UV menos energética
(311 nm) foi determinada a concentracdo de Hg?*, enquanto empregando radiacio UV mais
energética (254 nm) foi possivel formar espécies volateis a partir de MeHg" e determinar a
concentracdo de Hg total nas amostras. A possibilidade de reduzir espécies orgénicas de Hg a
vapor atdmico pela PVG ja foi reportada por outros autores.? -2

Lishoa et al.®® compararam o emprego da PVG e da CV (utilizando NaBH4 e SnCl;
como agente redutor) na geragdo de vapor do Hg a partir de amostras de glicerina. A
sensibilidade da PVG foi inferior as obtidas pela CV, correspondendo a 60% e 78% das
sensibilidades encontradas com NaBH, e SnCly, respectivamente. Apesar disso, foram obtidos
bons limites de deteccao para a técnica. Os valores instrumentais calculados foram, 0,12; 0,11
e 0,04 pg L para PVG e CV, com NaBH4 e SnCly, respectivamente.

Liu et al.?® desenvolveram um método para determinagdo direta de Hg em vinagre
branco, utilizando a prépria matriz (acido acético) como precursor organico, sem a
necessidade de preparo de amostra. Variaveis como, concentracao de acido acético, vazdo de
gas de arraste e tempo de exposi¢cdo da amostra a radiacdo UV foram otimizadas de forma

univariada.
2.3 OTIMIZACAO DE METODOS ANALITICOS POR ESTRATEGIA MULTIVARIADA

Na otimizacdo de métodos analiticos se busca encontrar as condi¢Ges experimentais
das variaveis que resultam na maior resposta possivel, garantindo ao método maior
sensibilidade e melhores parametros analiticos.?” Nesse sentido, estratégias univariadas de
otimizacdo sdo as mais empregadas. Essa estratégia consiste em avaliar individualmente a
influéncia de cada variavel sobre a resposta experimental. Para isso, enquanto uma variavel é
estudada as demais sdo mantidas em uma condicdo fixa. No entanto, quando otimizacdes
univariadas sdo empregadas, ndo sao considerados os efeitos de interacdo entre as variaveis,
tornando, em muitos casos, dificil encontrar as condi¢cdes Otimas para o sistema, 0 que
constitui a principal desvantagem dessa estratégia de otimizacdo.?® 2 Atualmente as
estratégias de otimizagcdo multivariada tém sido muito empregadas para contornar esses
problemas, uma vez que permite otimizar simultaneamente as variaveis. Essas estratégias
consistem na obtencdo de modelos matematicos que permitem avaliar se as variaveis

estudadas sdo estatisticamente significativas, e se ha efeitos de interagdo entre elas.*® O
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procedimento para a otimizacdo multivariada de um método pode ser dividida em duas partes:
i) Realizacdo de um experimento de triagem, para avaliar de forma prévia quais das variaveis
estudadas tem influéncia significativa na resposta. O planejamento fatorial completo de dois
niveis é o mais empregado para esse objetivo;! ii) emprego da metodologia de superficie de

resposta para a determinacio das condigdes experimentais dtimas.3% 32

2.3.1 Planejamento fatorial completo

Planejamentos fatoriais completos sdo geralmente empregados como anélise
exploratoria do sistema a ser otimizado, servindo para avaliar a influéncia das variaveis
investigadas sobre a resposta. Nesse tipo de planejamento as variaveis sdo estudadas em pelo
menos dois niveis, representados por (+1) para o nivel superior, e (-1) para o nivel inferior.
Um ponto central (0), no qual todas as varidveis estdo em um valor médio entre o nivel
superior e inferior, também pode ser incluido no planejamento. A inclusdo desse ponto no
planejamento permite estimar o erro experimental sem a necessidade de realizar repeticdes de
todo planejamento, e fornece informagdes sobre a curvatura dos dados experimentais. 3 33

Os planejamentos fatoriais podem ser representados por b", na qual b representa a
quantidade de niveis em que a variavel é estudada e n representa 0 nimero de variaveis. O
caso mais simples consiste em avaliar as n varidveis em dois niveis, o que resulta em 2"
experimentos. Dessa forma, o numero de experimentos necessarios para realizar um
planejamento 2" completo aumenta rapidamente com n.3* Quando se trabalha com muitas
variaveis (geralmente mais de quatro varidveis) os planejamentos fatoriais completos resultam
em um grande numero de experimentos, e possivelmente nem todas varidveis irdo afetar
significativamente a resposta. Nesse caso, uma alternativa para a triagem inicial de muitas
variaveis consiste nos planejamentos fatoriais incompletos (2"' ou fracionarios) ou

planejamentos Plackett-Burman (PBD).32 33

2.3.2 Metodologia de superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) consiste em um conjunto de técnicas
multivariadas que permite o estabelecimento das condi¢es 6timas para as variaveis estudadas
a partir do ajuste de modelos matematico aos dados experimentais obtidos. Qualquer tipo de
modelo matematico pode ser utilizado para ajustar os dados, entretanto os planejamentos mais
empregados consistem na obtencdo de polinbmios de segundo grau para descrever a resposta

em funcdo das variaveis. Esse tipo de ajuste & mais adequado quando os dados experimentais
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apresentam curvatura, e apresentam como vantagem a possibilidade de determinar
matematicamente as condi¢des 6timas das variaveis, a partir da localizagdo dos pontos criticos
de maximo e de minimo. Os planejamentos experimentais mais utilizados para isso sdo: o
planejamento fatorial de trés niveis (3"), o Box-Behnken, o composto central (CCD) e a
matriz de Doehlert.2®-3% 34

O planejamento Doehlert apresenta algumas vantagens com relagcdo aos demais
planejamentos de segunda ordem, sendo as principais:

(1) Apresenta uma eficiéncia maior, possibilitando otimizar o mesmo numero de
variaveis com uma quantidade reduzida de experimentos. O nimero de experimentos (N)
necessario para otimizar as variaveis ¢ dado pela equacdo N = k? + k + PC, na qual k é o
numero de variaveis e PC é o nimero de repeticdes no ponto central.?® %

(2) Permite o estudo das varidaveis em niveis diferentes, assim uma variavel que
apresenta maior efeito sobre a resposta ou tem um amplo dominio experimental, pode ser
estudada em mais niveis, de modo a se obter mais informagdes sobre seu comportamento. Na
otimizacao de trés variaveis elas sio estudadas em 3, 5 e 7 niveis.?® *®

(3) Devido a distribuicdo uniforme dos pontos experimentais no espaco, 0
deslocamento do planejamento pode ser feito aproveitando-se pontos do planejamento inicial,
o que confere a esse planejamento grande mobilidade.?®

2.3.3 AplicacBes da estratégia multivariada na otimizacdo de técnicas de geracdo de

vapor

A Tabela 1 apresenta algumas aplicaces dos planejamentos de triagem das variaveis e
da metodologia de superficie de resposta na otimizacdo de métodos analiticos para
determinacdo de Hg por CV, acoplada a diferentes sistemas de deteccdo. Porém, em nenhum
dos trabalhos reportados foi utilizado Analisadores de Hg.

O emprego da abordagem multivariada para a CV geralmente é feito buscando as
condicBes Otimas de geracdo de vapor, e por isso as varidveis otimizadas normalmente séo a
vazdo de gas de arraste, a vazao de solucdo carreadora e a concentracdo de agentes redutores.

Para a PVG, até o momento apenas um trabalho foi encontrado na literatura
empregando a abordagem multivariada para a determinacdo das condi¢des 6timas de geracao
de vapor. Gao et al.*® empregaram os planejamentos experimentais PBD e CCD na

otimizagdo de método para a determinacdo de As por PVG-ICP-MS. As variveis avaliadas
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foram a concentracao de acido formico e &cido acético (precursores organicos), a vazao de Ar

e a vazdo de amostra.

Tabela 1. AplicacOes da estratégia multivariada na otimizacéo da geracdo de vapor frio.

Analitos Técnica Planejamento Parametros? Ref.

Hg FI-CVG-ICP OES 251 24 [HCI], [NaBH4], VHel, 37
VNaBH4, VAr

Hg CVG-GF AAS PBD, CCD [HCI], [NaBH4], Var, 38

Tc,Ta, tc, tamanho
particula, volume de &acido.

Hg, As, Sh, Se, Sn  FI-CVG-ICP OES 23 Poténcia, Vreagentes, VAr 39

Hg CVG-AFS 23 [SnClz], [HNOs], Vamosra 40

Hg, Se CVG-AFS 23, Doehlert [NaBH4], [HNO3], Var 41

Hg, As, Sh, Bi, CVG-ICP OES CCD [NaBHa], [HCI], Var 42
Ge, Sn, Se, Te

Hg CVG-ICP OES 24 Poténcia, Var, [NaBH4], 43

[HCI]
Sb, B|, Sn, Hg FIA'SPE'CVG' CCD Veluente,Vamostra [eluente] e 44
HR-CS-GFAAS [NaBH4]
As, Se, Hg CVG-ICP OES PBD, CCD [NaBHA], [HC'], Vreagentes 45

8V, Vazdo do reagente a, Tc: temperatura de coleta, Ta: temperatura de atomizagéo, tc: tempo de coleta.

Fonte: O autor
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral a otimizacdo de métodos analiticos para a
determinacdo de mercdrio em peixe utilizando as técnicas de geracdo de vapor frio (CV) e

geragdo fotoquimica de vapor (PVG), acopladas a espectrometria de absor¢do atbmica.
3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar 0 emprego da area e altura do pico como resposta analitica;

- Realizar estudos de otimizagdo univariada das condicGes experimentais dos sistemas de
geracdo de vapor (vazdo de gas de arraste, vazdo de solucdo carreadora, concentracdo de

precursor organico (para a PVG) e concentracdo de HCI e NaBH4 (para a CV));

- Realizar estudos de otimizacdo multivariada das mesmas condi¢cdes experimentais de

geracdo de vapor;

- A partir das condi¢Bes otimizadas para as duas técnicas construir curvas de calibracdo com
padrGes de Hg em meio aquoso e obter os parametros de mérito (limites de deteccdo e

quantificacdo e massa caracteristica);

- Comparar os parametros de mérito obtidos a partir das duas estratégias de otimizacdo e

compara-los quanto aos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira;

- Estimar a eficiéncia da geracdo fotoquimica de vapor através da sua comparacdo com a

geracdo de vapor frio;

- Avaliar a exatiddo e precisdo dos resultados obtidos apds as otimizagoes.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 INSTRUMENTACAO

Todas as medidas foram feitas utilizando um analisador de mercuario (FIMS 400,
Perkin Elmer, EUA), equipado com uma cela de absorcdo de quartzo de 24 cm e uma
lampada de baixa pressdo de Hg, emitindo em 253,7 nm, como fonte de radiagdo. Para
controlar a vazéo do gas de arraste (argénio) foram empregados dois controladores de fluxo
massico de gases, o primeiro de 0 - 1000 mL min? modelo FMA5400A/5500A Series
(Omega Engineering, Stanford, EUA), e o segundo de 0 - 50 mL min* modelo 32907-57
(Cole Palmer, Vernon Hills, EUA).

Para o preparo das amostras pela CV foi empregado um bloco digestor (Marconi,
Piracicaba, Brasil), além de tubos de vidro e um sistema de refluxo utilizando dedo frio.

A geracdo fotoquimica de vapor do Hg foi realizada empregando-se uma lampada de
Hg de 18 W - 4 pinos, com comprimento de onda de 254 nm, modelo TUV PL-L (Philips,
Pila, Polbnia). Ao redor da lampada de Hg, foi inserido um percurso analitico confeccionado
de quartzo em forma de espiral com as seguintes dimensdes: 115 cm de comprimento x 1,3
mm de didmetro interno x 3,0 mm de didmetro externo e volume interno de 2,3 mL. A
lampada de Hg e a espiral de quartzo utilizada estdo apresentadas nas Figuras la e 1b,
respectivamente.

Para o preparo das amostras para a PVG foi utilizado um banho ultrassonico
Q 5.9/37A (Ultronique, Campinas, Brasil).

Para a pesagem das amostras e reagentes, foi utilizada uma balanca analitica Europe
modelo EUG0 (Gibertini Elettronica, Mildo, Italia).

As medidas foram avaliadas tanto no modo area (resultando em um sinal analitico de
absorvancia integrada) como no modo altura (resultando em um sinal analitico de

absorvancia).
4.2 REAGENTES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Solugdes de mercurio
inorganico foram preparadas diariamente a partir da diluicdo de uma solugéo intermediéria de
1 mg Lt em HNO3 0,014 mol L, esta preparada pela diluigdo da solugdo estoque de 1000
mg L de mercario (Sigma Aldrich, Munique, Alemanha). As solugbes padrio e amostras

foram preparadas utilizando agua ultrapura (resistividade 18.2 MQ c¢m) obtida de um sistema
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de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, Massachusetts, EUA). Acido cloridrico e &cido
nitrico (Synth, S&o Paulo, Brasil) foram destilados em um sistema de destilacdo sub-boiling
de quartzo (Marconi, Piracicaba, Brasil). Para a limpeza das vidrarias e frascos utilizados as
mesmas foram mantidas imersas por pelo menos 24h em uma solugdo de HNO3 1,4 mol L, e
em seguida foram enxaguadas pelo menos trés vezes com agua ultrapura.

Para a geracdo de vapor frio, tetrahidroboreto de sddio (Acros Organic, Geel, Bélgica)
estabilizado com hidroxido de potéssio (Merck, Alemanha) foi empregado como agente
redutor. Permanganato de potassio (Merck, Alemanha) e cloridrato de hidroxilaménio (Synth,
Sé&o Paulo, Brasil) foram empregados no preparo das amostras. Para a geragdo fotoquimica de
vapor acido férmico, n-propanol (Synth, S&o Paulo, Brasil) e acido acético (Ecibra, S&o
Paulo, Brasil) foram investigados como precursores organicos. Hidréxido de tetrametilaménio
(TMAH) (Merck, Alemanha) foi usado para a solubilizacdo das amostras. Argonio de pureza
99,9% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil) foi empregado como gas carreador para as duas
técnicas (CV e PVG).

Para as duas técnicas a exatiddo dos métodos otimizados foi avaliada pela analise do
material de referéncia certificado (CRM) DOLT-4 (dog fish liver), proveniente do National
Research Council Canada (NRCC, Otawa, Canada). Também foram feitas analises de dois
candidatos a materiais de referéncia: i) uma amostra de musculo de peixe, fornecida pelo
Laboratdrio Nacional Agropecuario (LANAGRO) do Ministério da Agricultura, Agropecuéria

e Abastecimento, e ii) uma amostra de atum fornecida pela Universidade Federal do ABC.

Figura 1. Lampada de UV (a) e espiral de quartzo (b) usados para a construcdo do reator fotoquimico
na PVG do Hg.

2)

b)

DAYV Y

Fonte: O autor
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4.3 PREPARO DE AMOSTRA
4.3.1 Determinacdo de mercurio em peixe por CV-AAS

O meétodo de preparo de amostra empregado para a determinacdo de Hg em peixe por
CV foi adaptado de Oreste et al.*®, que empregaram digestdo em bloco com sistema de dedos
frio. O uso do dedo frio evita perdas do analito por volatilizagdo e também minimiza a perda
dos reagentes durante a digestdo, gerando um sistema de refluxo, e possibilitando que esses
sejam usados em quantidades menores.

No procedimento, uma massa de amostra (50 - 150 mg) foi pesada e transferida para
tubos de vidro, seguida da adicdo de 2,0 mL de HNO3 bidestilado. Os tubos fechados com
dedo frio foram mantidos no bloco digestor até atingir a temperatura de 120 °C e, entdo,
foram resfriados a temperatura ambiente para a adicdo de permanganato de potassio 5% (m/v)
(2,0 - 5,0 mL), retornando ao bloco digestor, aquecido a mesma temperatura, até a completa
decomposi¢do da amostra (aproximadamente 90 minutos). Em seguida, resfriado a
temperatura ambiente, o permanganato de potassio em excesso foi reduzido com cloridrato de

hidroxilaménio 10% (m/v) e as amostras avolumadas para 15 mL.

4.3.2 Determinacdo de mercurio em peixe por PVG-AAS

O preparo de amostras empregado para a determinacdo de Hg por PVG foi adaptado
de Potes et al.*” Nesse procedimento uma massa de amostra (50 - 150 mg) foi pesada e
transferida para tubos de polipropileno de 15 mL, em seguida foi adicionado 1,0 mL de
TMAH 25% (m/v). Os tubos foram mantidos em um banho a 60 °C por 3h e, apds atingir a
temperatura ambiente, foram avolumados para 10 mL. Em seguida essa solucéo foi diluida 10
vezes pela adicdo de acido formico, resultando em uma concentracao final de 25% (v/v) desse
reagente e 0,125% (m/v) de TMAH. O volume final da solucédo foi 10 mL.

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 Geracéao de vapor frio

Na Figura 2 ¢é apresentado o sistema utilizado para a geracdo de vapor frio do Hg. Esse
sistema € equipado com duas bombas peristalticas para controlar o fluxo de entrada dos
reagentes. A primeira bomba controla o fluxo de HCI e NaBH4 e a segunda controla o fluxo

da amostra. Um volume fixo de amostra ou solugdo padrdo, controlado por uma valvula de

15



inje¢do de 500 pL, era introduzido no sistema através de uma bomba peristaltica. Através de
outra bomba era introduzido um fluxo continuo de HCI, com vazdes de 7 ou 3 mL min?,
sendo esse interrompido apenas para a introducdo da amostra/solucdo padrdo, através da
valvula de injecdo. Um segundo canal foi empregado para a injecdo da solucdo de NaBHa,
com uma vazéo de 4 ou 1,5 mL min™’. A mistura dos reagentes e a redugdo do Hg ocorriam na
alca de reacdo. O Ar foi introduzido no sistema entre a al¢a de reacdo e o GLS. O vapor do
analito foi carreado pelo Ar, com vazdes de 50 ou 40 mL min™ até o GLS. Apds atravessar o
filtro de politetrafluoretileno (PTFE) o vapor foi levado até a cela de absorcdo, que era

mantida na temperatura de 50 °C para evitar a condensagdo do vapor do analito.

Figura 2. Esquema do sistema de injecdo em fluxo usado para a CV do Hg.

Cela de absorcido

Amostra ==

Vélvula de injecdo Separador

Gaslliquido

Alca de reacdo

HCl —

NaBH, —

[l I Descarte Argénio

bomba 2

—

| l | I Descarte

Fonte: Adaptado de Perkin Elmer.4

4.4.2 Geracdao fotoquimica de vapor

Na PVG do Hg, foi empregado o mesmo sistema de injecdo em fluxo da CV, com
excecdo da alca de reacdo, que foi substituida por um reator fotoquimico, constituido de uma
lampada de UV envolta por uma espiral de quartzo, empregada como percurso analitico
(Figura 3). Além disso, na PVG a primeira bomba peristaltica foi necessaria apenas para a
introdugdo do precursor organico. As solugdes padrdo e as amostras foram preparadas em
meio de acido férmico 25%, enquanto que para a solugdo carreadora foi empregada uma
concentracdo de 5% desse reagente. A vazdo usada para o precursor organico foi de 8 mL
min‘t, que resultou em um tempo de exposicio da solucéo a radiagdo UV de 25 s.
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Figura 3. Esquema do sistema de injecdo em fluxo usado para a PVG do Hg.
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Fonte: Adaptado de Perkin Elmer.%

4.5 PROCEDIMENTOS DE OTIMIZACAO

Os procedimentos de otimizacdo das duas técnicas consistiram na utilizacdo de
estratégias univariadas e multivariadas. Em cada caso os experimentos foram realizados
utilizando os sistemas descritos nos itens 4.4.1 e 4.4.2 (Figuras 2 e 3 respectivamente), e
empregando solugBes padrdo de Hg inorganico de 10 pg L. O volume injetado no sistema foi

de 500 pL, resultando em uma massa de 5 ng de Hg.
4.5.1 Otimizagao univariada

A otimizacdo univariada das condi¢des experimentais para ambas as técnicas foi feita
empregando area e altura como resposta analitica. Cada variavel foi otimizada mantendo as
demais em uma condicdo fixa. As varidveis otimizadas para a CV foram: vazdo de HCI
(VHci), vazdo de argénio (Var), concentracdo de HCI ([HCI]) e de NaBH4 ([NaBHa4]); e para a
PVG: vazdo de &cido formico (Var), vazdo de argdnio (Var) e concentracdo de acido formico

([AF]).

4.5.2 Otimizagdo multivariada

A otimizacdo multivariada das condi¢bes experimentais para ambas as técnicas foi
feita empregando planejamento fatorial completo de dois niveis e planejamento Doehlert. As
variaveis investigadas no planejamento 2" foram as mesmas estudadas na otimizagdo
univariada (secdo 4.5.1). No caso da CV foi utilizado um planejamento 24, enquanto para a
PVG foi utilizado um planejamento 23. O dominio experimental empregado, bem como a
resposta analitica otimizada (&rea ou altura), foram determinados a partir dos resultados
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obtidos na otimizacdo univariada. O planejamento Doehlert foi realizado apenas para as
variaveis que apresentaram efeitos, ou efeitos de interacdo, significativos no planejamento 2",
e 0 numero de niveis que cada variavel foi estudada foi determinado a partir da influéncia que
essa variavel teve sobre a resposta. Todos dos dados experimentais obtidos foram analisados
no software STATISTICA 8.0.

4.6 PARAMETROS DE MERITO

Os parametros de mérito estimados foram, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), massa caracteristica (mo) e desvio padrdo relativo (RSD).

O LD, definido como a massa ou concentragdo minima de analito que pode ser
detectada com uma dada certeza estatistica, foi calculado através da Equagdo 2. Sendo ¢ 0

desvio padrdo de dez medidas de branco e S o coeficiente angular da curva de calibracéo.

LD = 3010/S Equacéo 2

O LQ, definido como a menor massa ou concentracdo de analito que pode ser

quantificada com uma certeza estatistica de 95%, foi calculado pela Equacéo 3.

LQ = 10610/S Equacéo 3

A massa caracteristica, definida como a massa de analito necessaria para resultar em

um sinal de 1% de absorc¢éo (que corresponde a um sinal de absorvancia integrada de 0,0044

s), foi calculada pela Equacéo 4. Na qual, Aint corresponde ao sinal de absorvancia integrada

produzido por uma massa m de analito, que representa um ponto intermediario da curva de
calibracéo.

mo = 0,0044m/Aint Equacéo 4

E por ultimo, o RSD foi calculado pela Equagéo 5, sendo s o desvio padrdo das medidas e x a
média dos valores de absorvancia ou absorvancia integrada obtidas. Esse parametro foi

utilizado para avaliar a precisdo do método.

RSD% = (s/x)100 Equacéo 5
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho serdo apresentados em trés subitens. No subitem 5.1,
serdo apresentados os resultados referentes a otimizacdo univariada da CV e da PVG, e o0s
respectivos parametros de mérito calculados nas condi¢fes otimizadas. No subitem 5.2, serdo
apresentados os resultados da otimizacdo multivariada realizada para as duas técnicas, e 0s
parametros de mérito calculados empregando as condi¢fes Otimas encontradas pelo
planejamento experimental. Por ultimo, no subitem 5.3, serdo apresentados os resultados da
aplicacdo dos meétodos otimizados pela CV e PVG na determinacdo de Hg em materiais de

referéncia e CRMs.

5.1 OTIMIZACAO UNIVARIADA

5.1.1 Otimizacdo univariada das condic¢des de geracao de vapor frio
5.1.1.1 Efeito da vazéo de gés de arraste

Como gas de arraste foi empregado o argbnio, que tem como fungdo auxiliar na
separa¢do do vapor do analito da solucdo no GLS, e também auxiliar no transporte do mesmo
até a cela de absorgdo. As vazdes avaliadas variaram de 40 a 100 mL min™. Como pode ser
observado na Figura 4, o sinal em area apresentou um decréscimo (30%) para vazfes maiores
que 50 mL min. Para o sinal em altura, maior sensibilidade foi obtida para a vazdo de
50 mL min e por isso essa condicéo foi escolhida os seguintes estudos. O aumento na vazéo
de argbnio implica da diluicdo da nuvem atdmica e perda de sensibilidade, por isso foi

observado um decréscimo no sinal analitico como aumento dessa variavel.
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Figura 4. Efeito da vazdo de Ar na area (m) e na altura (o) do pico. Condi¢bes experimentais:

concentragdo de HCI: 0,4 mol L, concentragdo de NaBH4: 0,2% (m/v), vazéo de HCI: 6 mL min™,
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Fonte: O autor

5.1.1.2 Efeito da concentracéo de solucdo carreadora e agente redutor

Como solucdo carreadora e agente redutor foram empregados HCI e NaBHa,
respectivamente. Esses reagentes sdo responsaveis por promover a reducdo do analito a uma
espécie volatil. Assim as concentragdes utilizadas de cada um podem influenciar diretamente
na eficiéncia de geracdo de vapor do Hg. Por isso foi avaliada o efeito dessas varidveis no
sinal analitico, tanto em area como altura.

Para 0 HCI foram estudadas concentracdes de 0,4 a 3 mol L™, e como pode ser
observado na Figura 5 esse parametro teve pouca influéncia, tanto para area como para altura,
havendo uma queda de cerca de 10% para as concentraces de 2 e 3 mol L. Dessa forma, a
concentracdo de 1 mol L™ foi escolhida para os estudos a seguir.

Com relacdo ao NaBHs, foram avaliadas concentracdes entre 0,05 e 1,0% (m/v),
mantendo-se constante a concentragdo de KOH 0,3% (m/v), adicionado para estabilizar a
solugdo. Para a altura do pico nédo foi observada variacdo significativa para concentracoes
acima de 0,1%, porém para a area houve uma queda com o aumento da concentragdo, sendo o
maior sinal obtido para a concentracao de 0,1% (Figura 6). O comportamento observado para
esta variavel pode ser explicado pelo aumento da producdo de gas H: (proveniente da
hidrolise do NaBH4) que, assim como o Ar, pode levar a diluicdo da nuvem atdmica e perda
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de sensibilidade. Além disso, quando se empregava concentracdes altas de NaBH4 a reacdo de

reducdo do Hg era muito violenta, e parte da solucdo entrava no sistema de detecgéo.

Figura 5. Efeito da concentragdo de HCl na area (m) ¢ na altura (o) do pico. Condic¢des experimentais:
NaBH,4 0,2% (m/v), vazdo Ar: 50 mL min?, vazdo de HCI: 6 mL min.
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Figura 6. Efeito da concentracdo de NaBH4 na area (m) e na altura (o) do pico. Condicdes

experimentais: concentracéo de HCI: 1 mol L, vazdo Ar: 50 mL min?, vazéo de HCI: 6 mL min™.
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5.1.1.3 Efeito da vazéo da solucéo carreadora

A otimizagdo da vazdo da solugdo carreadora (HCI) foi feita através da variacdo da
velocidade de rotacdo da bomba peristaltica, mantendo fixo o volume de solucdo padrédo
introduzido no sistema. As vazdes avaliadas variaram de 2 mL min a 8 mL min*. A Figura 7
mostra um aumento nos sinais obtidos, em &rea e altura, com o aumento da vazdo empregada.
A vazio de 7 mL min resultou em maior sensibilidade, tanto para area como para altura, e

foi escolhida.

Figura 7. Efeito da vazdo de HCl na area (m) e na altura (o) do pico. Condi¢fes experimentais:
concentragdo de HCI: 1 mol L™, concentracdo de NaBH.: 0,1% (m/v), vazdo de Ar: 50 mL min™.
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Fonte: O autor

5.1.2 Otimizacédo univariadas das condic¢des de geracao fotoquimica de vapor
5.1.2.1 Estudo dos precursores organicos

Compostos organicos de baixo peso molecular como o &cido férmico, o acido acético
e 0 n-propanol sdo comumente utilizados como fonte de radicais na PVG do Hg.?* 4" 4° Por
isso foi realizado um estudo preliminar para avaliar o efeito da concentracdo desses
compostos na reducdo fotoquimica do Hg. Para os trés compostos foram avaliadas
concentracgdes entre 5 e 50% (v/v). As concentracOes estudadas foram empregadas na solucgéo
padrdo e na solucdo carreadora. Na Figura 8, observa-se que a reducdo do Hg as espécies
volateis foi mais eficiente na presenca de &cido formico, tanto para o sinal em area, como em

altura. O n-propanol, independente da concentragdo empregada, apresentou reducdo pouco
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significativa do Hg, com relacdo ao obtido com o &cido férmico, apresentando um sinal cerca
de seis vezes menor. Para 0 &cido acético, se observou a redugdo do analito apenas para a
concentracdo de 50% (v/v), apresentando um sinal, em area, duas vezes menor que para 0O
acido formico. Devido a maior eficiéncia, o acido formico foi escolhido como o precursor
organico.

Com relagdo as concentracBes de &cido férmico investigadas, observa-se na Figura 8
um patamar, com variagdo pouco significativa para o sinal obtido. Por isso duas
concentracdes menores (1 e 2,5% v/v) foram investigadas. Para a concentracédo de 2,5% (v/v)
o0 sinal se manteve constante, porém para a concentracdo de 1% (v/v) houve uma queda de 8
vezes no sinal de area e altura. Dessa forma, a concentracdo de 5% (v/v) é suficiente para
garantir a reducdo do Hg na solucéo padrdo e foi adotada para seguir os estudos. Porém como
sera discutido posteriormente, foi necessario utilizar uma concentracdo de 25% (v/v) nas

amostras, mantendo a concentragéo da solucéo carreadora em 5% (v/v).

Figura 8. Estudo do efeito da concentragdo do acido acético (m), acido formico (A) e n-propanol (o)
a) na absorvancia integrada do Hg e b) na absorvancia do Hg. Condigdes experimentais: vaz&do de Ar:

50 mL min‘t, vazdo do precursor organico: 7 mL min.
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5.1.2.2 Efeito da vaz&o de gas carreador

Assim como na geracdo de vapor frio, também foi utilizado argbnio como gas
carreador na PVG. O Ar era introduzido apés a saida do reator fotoquimico e auxiliava na
separacdo dos vapores do analito da solucdo no GLS e também no seu transporte até a cela de
absorcéo. As vazdes de Ar investigadas foram de 40 a 120 mL min™t. Como pode ser visto na
Figura 9, o sinal em altura praticamente ndo foi influenciado por esse pardmetro, porém para
area se observou um decréscimo no sinal com o aumento da vazdo de Ar, sendo a maior
sensibilidade atingida para a vazdo de 40 mL min™, que foi escolhida para prosseguir os
estudos. Assim como o observado para a CV, o decréscimo no sinal com o aumento da vazao

de Ar pode ser explicado pela diluicdo da nuvem atémica.

Figura 9. Efeito da vazdo de Ar na area (m) ¢ na altura (o) do pico. Condi¢fes experimentais:

concentracdo de AF: 5% (v/v), vazdo de AF: 7 mL min™.
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5.1.2.3 Efeito da vazéo do precursor organico

A vazdo com que o precursor organico é introduzido no sistema determina o tempo
que a solucdo permanecera exposta a radiacdo ultravioleta. Assim, esse parametro tambeém ira
afetar a extensdo com que os radicais, necessarios para a reducao do Hg, sdo formados.

O estudo da vazéo do precursor organico foi feito variando a velocidade de rotacéo da
bomba peristaltica e mantendo fixo o volume de solucdo padrdo (e a massa de HQ)
introduzido no sistema. Foram investigadas vazdes entre 4 e 9 mL min™ que correspondem a

tempos de exposicao de 45 e 15 s, respectivamente.
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Na Figura 10 se observa que o sinal em &rea e altura possuem comportamentos
semelhantes, apresentando maior sensibilidade para a vazao de 8 mL min, que corresponde a
um tempo de irradiacdo da solucdo de 25 s. Esse resultado esta de acordo com o trabalho de
Zhang et al.>°, no qual foi observado que 20 s de irradiacdo eram suficientes para promover a
formagao dos radicais do &cido formico e a reducéo do Hg.

Para vazOes inferiores a 8 mL min, ou seja, maior tempo de exposicdo a radiagdo
UV, houve um decréscimo no sinal de 30%. Comportamentos similares foram observados por
outros autores.?® Oreste et al.?* atribuiram esse fato a diminuicdo na formacgdo de radicais a
partir do &cido férmico quando a vazdo da solucdo € menor, j& que menos solucdo € exposta a
radiacdo ultravioleta, o que resulta em uma reducdo mais eficiente do Hg. Além disso, um
tempo de exposicdo elevado pode levar a reoxidacdo do Hg.?* Dessa forma a vazio de 8 mL

min! foi escolhida para seguir os estudos.

Figura 10. Efeito da vazdo de AF na area (m) e na altura (o) do pico. Condi¢bes experimentais:
concentracdo de AF: 5% (v/v), vazdo de Ar: 40 mL min.
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5.1.3 Parametros de mérito

Depois de otimizadas as condi¢cdes de geracdo de vapor do Hg, foram construidas
curvas de calibracdo, com padrdes em meio aquoso, para o célculo dos parametros de mérito
para as duas técnicas (Tabela 2). Para a construcdo das curvas em area e altura foram

empregados nove padrdes com concentragdo entre 0,25 e 20 pg L™t Hg (0,125 a 10 ng Hg).
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Para as duas técnicas foi observada maior sensibilidade utilizando area do pico como
resposta, isso pode ser observado nos valores de coeficiente angular encontrados para as retas,
e também pelas massas caracteristicas obtidas. Em decorréncia disso os LDs e LQs
instrumentais foram melhores em area do que em altura para as duas técnicas.

Outro parametro estimado foi a eficiéncia da geragdo fotoquimica de vapor. Esse
parametro serve para avaliar a eficiéncia conjunta da formacéao das espécies volateis de Hg, da
sua separacdo da solugdo no GLS e do seu transporte até o sistema de detecgdo.'® Essa
estimativa é feita pela comparacdo da sensibilidade obtida pela PVG com a obtida pela CV,
técnica convencional de geracdo de vapor. Como foram utilizados os mesmos sistemas de
injecdo em fluxo para as duas técnicas, pode-se considerar que a eficiéncia é referente
somente a formacao das espécies volateis de Hg. Considerando a geracéo de vapor frio como
100%, se estimou a eficiéncia da PVG como sendo 133%, avaliando a area do pico como
resposta e 60% avaliando a altura do pico. Essa diferenca nos valores de eficiéncia estimados
usando area e altura é resultado dos diferentes perfis de picos observados para as duas
técnicas. Para a PVG era necessario um tempo de integracdo de 50 segundos, pois 0 pico era
mais largo, enquanto para a CV o tempo de integracdo necessario era menor (35 segundos), ja
que o pico era mais estreito e alto.

E reportado na literatura que em sistemas de injecdo em fluxo o perfil do pico obtido é
dependente de dois processos cinéticos que ocorrem simultaneamente: i) o processo fisico de
geracdo de zonas de dispersdo; e ii) 0 processo quimico resultante da reacdo entre o analito e
0s reagentes, o que comanda a velocidade de geracdo do produto que sera medido pelo
detector.>> 52 O primeiro processo leva a formagdo de gradientes de concentragdo do analito
como resultado da sua diluicdo na solucdo carreadora. Fatores como a vazdo da solucgéo
carreadora, e o caminho percorrido pelo analito até o detector, influenciam diretamente a
formacéo das zonas de disperséo, e a altura do pico.>* Porém, ao integrar o pico esses efeitos
podem ser eliminados e, se a mesma massa de analito for introduzida no sistema, a
comparagio em érea de dois picos com perfis diferentes é mais adequada.>® ** O mesmo foi
observado Siemer et al.*>® na determinagdo de As por FI-HG-AAS. Os autores mostraram que
a altura do pico era influenciada pela vazdo empregada de gas carreador, pelo volume de
amostra introduzido no sistema (mantendo a massa de analito fixa) e pelos diferentes estados
de oxidacéo do analito (devido a diferengas na cinética de rea¢do), mas a area do pico ndo era

afetada.
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Dessa forma, optou-se por estimar a eficiéncia da PVG utilizando a area do pico como
resposta, uma vez que a cinética envolvida nos processos de geracdo de vapor e as condigdes
experimentais empregadas foram diferentes para as duas técnicas. Assim, é mais adequado
afirmar que a PVG apresentou uma eficiéncia de 133% em comparacdo a CV. Isso mostra que
a CV teve uma eficiéncia de formacédo das espécies volateis de Hg menor que a PVG, porém
esse resultado ndo é condizente com o reportado na literatura, nos quais a CV é considerada
como 100% por apresentar uma alta eficiéncia de formagdo de espécies volateis.?> 2 47 Isso
indica que a otimizacdo univariada da CV provavelmente ndo levou as suas condi¢des étimas,

e por isso também foi realizada a otimizacdo multivariada das técnicas.

Tabela 2. Pardmetros de mérito instrumentais obtidos para CV e PVG a partir da otimizacdo
univariada.

Técnica Regressao linear R? LD/ LQ/ Mo/
P9 Pg P9

cv A=0,0345m (ng)+0 0,9992 29 %6 124
Ccv Aint=0,269m (ng)+0,011 0,9995 19 64 17
PVG A=0,0205m (ng)+0,001 0,9995 10 34 210
PVG Aint=0,358m (ng) +0,015 0,9992 6 19 13

Fonte: O autor

5.2 OTIMIZACAO MULTIVARIADA

5.2.1 Otimizac¢édo multivariada das condicOes de geracao de vapor frio

5.2.1.1 Planejamento fatorial completo de dois niveis

O planejamento fatorial 2* foi realizado como experimento de triagem, com o objetivo
de avaliar de forma preliminar quais variaveis e interacdes tem influéncia significativa na
geracdo de vapor frio do Hg. Na Tabela 3 é apresentada a matriz do planejamento fatorial e 0s
resultados de Aint obtidos em cada experimento. Os valores dos efeitos para as variavies e suas
interacdes, obtidos a um nivel de confianga de 95%, sdo apresentados na forma de gréafico de
pareto (Figura 11). Como pode ser observado no grafico, todas as variaveis estudadas, com
excecdo da [HCI], foram significativas. As variaveis Vucl € Var tiveram os efeitos mais
significativos negativamente, indicando que maiores respostas sdo obtidas quando essas
variaveis estdo no nivel inferior. Isso é evidenciado pelos experimentos 1, 5, 9 e 13 nos quais
0s maiores resultados foram encontrados. De forma anéloga, a varidvel [NaBH4] também

influenciou negativamente, porém em menor extensao.
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Além disso, foram observadas duas intera¢cGes importantes. A primeira foi a interacéo
Vhci-Var, que pode ser justificada pelo aumento da producdo de gas H> com aumento da
vazdo de HCI. O gas H. é formado durante a reacdo de hidrolise do NaBH4 em meio &cido.
Assim, aumentando a vazdo de HCI (o que também resulta no aumento da vazdo de NaBHa4),
a quantidade desses reagentes que entra no sistema e a extensao com que eles reagem € maior,
aumentando a producdo de H». Assim como o Ar, o Ho também ird atuar como gas carreador,
auxiliando no transporte do vapor até a cela de absorcdo. Logo, a vazao resultante de gas
carreador é uma soma das vazfes desses dois gases, e ndo depende apenas da vazdo de Ar
escolhida, mas também da vazdo de HCI empregada. A segunda interacdo observada foi das
variaveis Var e [NaBH4] que, de forma analoga a primeira interacdo, também pode ser
explicada pela produgédo de gas Ho, ja que com o aumento da concentragdo de NaBH4 ha o
aumento da extensdo da sua hidrolise e da producéo de Ho.

Sabendo quais variaveis e quais interacdes tiveram maior influéncia na resposta
obtida, pode-se partir para o planejamento Doehlert. Como a [HCI] apresentou apenas duas
interacdes de segunda ordem pouco signiticativas, essa varidvel foi desconsiderada da

segunda parte da otimizacao.

Figura 11. Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis estudadas na CV-AAS, a um nivel de confianga
de 95%.

Vazgo HCI (1)
Vazéo Ar (2)
1x2

[NaBH.] (3)

1x2x3

[HCI] (4)

p=0,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: O autor
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Tabela 3. Matriz e resultados do planejamento 24 para a CV-AAS.

Vazdao Ar/ Vazdo HCI/  [NaBH4]/ [HCI]/

Experimento mL min! mL min! % (m/v) mol Lt At
1 -1 (40) -1(3,0) -1 (0,05) -1(0,5) 1,81
2 +1 (100) -1(3,0) -1 (0,05) -1(0,5) 0,95
3 -1 (40) +1 (9,0) -1 (0,05) -1(0,5) 1,18
4 +1 (100) +1 (9,0) -1 (0,05) -1(0,5) 0,72
5 -1 (40) -1 (3,0) +1 (0,55) -1(0,5) 1,56
6 +1 (100) -1 (3,0) +1 (0,55) -1(0,5) 0,97
7 -1 (40) +1 (9,0) +1 (0,55) -1(0,5) 0,73
8 +1 (100) +1 (9,0) +1 (0,55) -1(0,5) 0,57
9 -1 (40) -1(3,0) -1 (0,05) +1(2,5) 1,87
10 +1 (100) -1(3,0) -1 (0,05) +1(2,5) 1,02
11 -1 (40) +1 (9,0) -1 (0,05) +1(2,5) 0,96
12 +1 (100) +1 (9,0) -1 (0,05) +1 (2,5) 0,65
13 -1 (40) -1(3,0) +1 (0,55) +1(2,5) 1,58
14 +1(100) -1(3,0) +1 (0,55) +1(2,5) 0,97
15 -1 (40) +1 (9,0) +1 (0,55) +1(2,5) 0,77
16 +1 (100) +1 (9,0) +1 (0,55) +1(2,5) 0,62
PC 0 (70) 0 (6,0) 0 (0,30) 0(1,5) 1,00
PC 0 (70) 0 (6,0) 0 (0,30) 0(1,5) 1,00
PC 0 (70) 0 (6,0) 0 (0,30) 0(1,5) 0,99
PC 0 (70) 0 (6,0) 0 (0,30) 0(1,5) 1,03

Fonte: O autor aValor codificado (valor real)

5.2.1.2 Planejamento Doehlert

O planejamento Doehlert foi realizado para as trés variaveis que apresentaram efeitos
significativos no planejamento fatorial. A concentracdo de HCI foi escolhida segundo a
otimizagéo univariada, sendo mantida fixa em 1,0 mol L durante os experimentos. Novos
dominios experimentais foram empregados com base nos resultados do planejamento 2". A
vazdo de HCI foi avaliada em 7 niveis, por ter apresentado maior influéncia sobre o sinal. Por
limitacOes instrumentais, essa variavel ja estava sendo investigada nas vazdes maximas e
minimas possiveis. Assim, apenas niveis intermediarios foram adicionados ao planejamento.
Devido as mesmas limitacBes instrumentais a vazdo de Ar também nédo pdde ser avaliada em
vaz0es menores. Essa varidvel foi avaliada em 3 niveis. A variavel [NaBH4] foi avaliada em 5
niveis, e concentracdes ainda menores foram investigadas, ja que foi observado um aumento
no sinal quando essa variavel se encontrava no nivel inferior. A matriz de Doehlert
empregada, 0s experimentos e as respostas obtidas estdo apresentados na Tabela 4. A partir
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desses dados foi possivel gerar os graficos de superficie de resposta apresentados na

Figura 12. Essas superficies de respostas podem ser representadas na forma da Equacéo 6, na

qual a resposta (Aint) € descrita em funcéo das variaveis estudadas.

Aini= 0,86 - 0,07[NaBH4]- 0,24Vhci - 0,19Var - 0,02[NaBH4)? + 0,11Vhci® + 0,08V 2 -
0,08[NaBH4]VHci + 0,03[NaBH4]Var + 0,08VhciVar

Equacéo 6
Tabela 4. Matriz e resultados do planejamento Doehlert realizado para a CV-AAS.
Experimento [NaBH4] / Vazédo HCI / Vazao Ar/ At
(% miv) (mL mint) (mL mint)

1 0 (0,275) 0 (6,0) 0 (60) 1,04

2 +1 (0,525) 0 (6,0) 0 (60) 0,92

3 +0,5 (0,4) +0,866 (9,0) 0 (60) 0,79

4 +0,5 (0,4) +0,289 (7,0) +0,817 (80) 0,84

5 -1 (0,025) 0 (6,0) 0 (60) 1,12

6 -0,5(0,14) -0,866 (3,0) 0 (60) 1,39

7 -0,5(0,14) -0,289 (5,0) -0,817 (40) 141

8 +0,5 (0,4) -0,866 (3,0) 0 (60) 1,39

9 +0,5 (0,4) -0,289 (5,0) -0,817 (40) 1,37

10 -0,5(0,14) +0,866 (9,0) 0 (60) 0,98

11 0 (0,275) +0,577 (8,0) -0,817 (40) 1,14

12 -0,5(0,14) +0,289 (7,0) +0,817 (80) 0,90

13 0 (0,275) -0,577 (4,0) +0,817 (80) 1,06

CP 0 (0,275) 0 (6,0) 0 (60) 1,04

CP 0 (0,275) 0 (6,0) 0 (60) 1,05

CP 0 (0,275) 0 (6,0) 0 (60) 1,03

Fonte: O autor aValor codificado (valor real)

A equacdo matematica obtida apresenta coeficientes quadraticos positivos e negativos,
0 que caracteriza uma superficie com ponto critico de sela.®> % Nesses casos a determinagéo
das condigdes 6timas ndo pode ser feita matematicamente, ja que o ponto critico de sela ndo
representa o ponto de maximo da superficie. Assim, a escolha das condi¢des 6timas deve ser
feita sequindo a tendéncia que a superficie de resposta indica.?®

Como pode ser visto nas Figuras 12a e 12b, a vazdo de HCI resultou em aumento do

sinal quando estava no nivel inferior (3,0 mL min™), sendo essa a condi¢do escolhida. O
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mesmo comportamento foi observado para a vazdo de Ar (Figuras 12a e 12c), e a condicédo de
40 mL min! foi escolhida. Para a concentracdo de NaBHy, foi observado que o sinal diminufa
com a variavel no nivel superior (Figuras 12b e 12c). Porém, houve apenas uma pequena
variacdo entre o nivel inferior e o ponto central, por isso uma concentracdo intermediaria a
esses dois pontos (0,15%) foi escolhida.

A otimizagdo multivariada da CV-AAS mostrou que ha interagdo entre as variaveis
estudadas, indicando que utilizar estratégias como a univarida na qual isso ndo é levado em
consideracdo ndo € o mais adequado. Isso é evidenciado pelas condi¢des Otimas distintas

determinadas pelas duas estratégias (Tabela 5).

Figura 12. Graficos de superficies de resposta para a CV-AAS.

a)

W
AN

Fonte: O autor

Tabela 5. Condi¢Bes 6timas encontrada para a CV-AAS empregando as estratégias univariada e

multivariada de otimizacao.

Variavel Otimizagéo univariada Otimizagao multivariada
[NaBH4] / % (m/v) 0,10 0,15
[HCI] / mol L 1,0 1,0
Vazdo HCIl / mL min't 7,0 3,0
Vazdo Ar/ mL min'? 50 40

Fonte: O autor
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5.2.2 Otimizacado multivariada das condi¢des de geracao fotoquimica de vapor

5.2.2.1 Planejamento fatorial completo de dois niveis

A matriz com os experimentos empregados para o planejamento 23, bem como as
respostas de Aint obtidas, estdo apresentados na Tabela 6. Os experimentos 1 e 2 tiveram as
maiores respostas, e tem em comum a variavel Var no seu nivel inferior. De fato, quando se
observa o Gréfico de Pareto (Figura 13), essa variavel apresenta a maior influéncia no sinal e
um efeito negativo. O aumento da vazdo de Ar resulta em maior dilui¢cdo da nuvem atdbmica e
diminuicdo da sensibilidade, o que justifica 0 comportamento observado para essa variavel.

As variaveis Var, [AF] e a interacdo da Var-[AF] também foram significativas.
Ambas variaveis estdo relacionadas com a formacao dos radicais do AF e a reducdo do Hg. O
aumento da vazao de AF resulta em diminuigéo da exposicdo da solucdo a radiacdo UV, o que
pode levar a menor formacdo de radicais e baixa eficiéncia na reducdo do Hg, por isso
menores Aint foram obtidas quando essa variavel estava no nivel superior. De forma analoga, o
mesmo pode ser observado para baixas concentracfes de AF. O efeito da interacdo dessas
variaveis pode ser observado pelos resultados dos experimentos 1,2 e 5,6 respectivamente.
Quando a vazdo de AF esta no nivel inferior (experimentos 1 e 2), ou seja, maior tempo de
exposicdo a radiacdo UV, é observado um aumento de apenas 4% no sinal quando a
concentracdo de AF aumenta de 2,5% (v/v) para 10% (v/v). Isso indica que os radicais do AF
sdo formados na mesma extensao para duas concentracdes. Porém, quando a vazdo de AF esta
no nivel superior (experimentos 5 e 6) a mesma mudanca na concentracdo de AF resulta em
um aumento de 40% no sinal. Nesse caso, devido ao menor tempo de exposicdo a radiacdo
UV, € necessario uma concentracdo de AF maior pra formar os radicais em maior extensao.

Isso evidencia que a concentracdo de AF étima é dependente da vazdo de AF empregada.
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Tabela 6. Matriz e resultados do planejamento 22 para a PVG-AAS.

[AF]/ Vazao Ar / Vazao AF/

Experimento % (vIv) mL min- mL min-. Aint
1 -1(2,5) -1 (40) -1 (6,0) 2,03
2 +1 (10,0) -1 (40) -1 (6,0) 2,10
3 -1(2,5) +1 (100) -1 (6,0) 1,07
4 +1 (10,0) +1 (100) -1 (6,0) 1,09
5 -1(2,5) -1(40) +1 (10,0) 1,31
6 +1 (10,0) -1 (40) +1 (10,0) 1,83
7 -1(2,5) +1 (100) +1 (10,0) 0,82
8 +1 (10,0) +1 (100) +1 (10,0) 1,04

CP 0 (6,25) 0 (70) 0 (8,0) 1,28
CP 0 (6,25) 0 (70) 0 (8,0) 1,29
CP 0 (6,25) 0 (70) 0 (8,0) 1,29

Fonte: O autor

Figura 13. Gréfico de Pareto dos efeitos das variaveis estudadas na PVG-AAS, a um nivel de

confianca de 95%.

Vazdo Ar (1 -1535
Vazdo AF (2

[AF] (3

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: O autor

5.2.2.2 Planejamento Doehlert

Com base no planejamento 2° foi possivel concluir que todas as varidveis estudadas
tém influéncia significativa no sinal de Aint, por isso todas foram estudadas novamente no
planejamento Doehlert. As variaveis Var, [AF] e Var foram investigadas em 7, 5 e 3 niveis,
respectivamente. De acordo com o planejamento 2° a variavel [AF] teve um efeito positivo e
por isso concentracBes mais altas foram estudadas. No entanto, de forma analoga a CV, 0s
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intervalos estudados para as varidveis Var e Var ndo puderam ser alterados, pois, por
limitacGes instrumentais, ja estavam nas menores vazdes possiveis. A matriz de Doehlert com
0s experimentos realizados e os resultados de Aint obtidos esta apresentada na Tabela 7. O
modelo matematico que descreve as superficies de resposta (Figura 14) é mostrado na
Equacdo 7. Semelhante ao encontrado na CV, o modelo matematico também apresenta
coeficientes quadraticos positivos e negativos que caracterizam pontos criticos de sela e a

escolha das condicdes 6timas foi feita a partir das superficies de resposta.

Aint = 1,48 - 0,56V ar + 0,11[AF] - 0,05Var + 0,15Va2 + 0,24[AF]? - 0,06Var? - 0,06V AV ar

Equacéo 7
Tabela 7. Matriz e resultados do planejamento Doehlert realizado para a PVG-AAS.
Experimento [AF]/ Vazao Ar / Vazao AF / At
% (VIV) mL min! mL min!

1 0 (15) 0 (70) 0 (8) 1,39

2 +1 (25) 0 (70) 0 (8) 1,79

3 +0,5 (20) +0,866 (100) 0 (8) 1,12

4 +0,5 (20) +0,289 (80) +0,817 (10) 1,22

5 -1 (5) 0 (70) 0 (8) 1,43

6 -0,5 (10) -0,866 (40) 0(8) 2,00

7 -0,5 (10) -0,289 (60) -0,817 (6) 1,58

8 +0,5 (20) -0,866 (40) 0(8) 2,03

9 +0,5 (20) -0,289 (60) -0,817 (6) 1,57

10 -0,5 (10) +0,866 (100) 0 (8) 1,04

11 0 (15) +0,577 (90) -0,817 (6) 1,19

12 -0,5 (10) +0,289 (80) +0,817 (10) 1,23

13 0 (15) -0,577 (50) +0,817 (10) 1,65

CP 0 (15) 0 (70) 0(8) 1,37

CP 0 (15) 0 (70) 0(8) 1,39

CP 0 (15) 0 (70) 0(8) 1,38

Fonte: O autor aValor codificado (valor real)

Pelas Figuras 14a e 14b, se observa que a variavel Var resultou em aumento da Aint
quando se encontra no nivel inferior, sendo a vazao de 40 mL min a escolhida. Nas Figuras
14b e 14c se observa que a varidvel Var praticamente ndo afetou o sinal analitico no intervalo
estudado, indicando que a maior vazédo (e menor tempo de exposicdo) utilizada foi suficiente

para promover a reducdo do Hg. Dessa forma, visando uma condi¢cdo mais robusta o ponto
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central (8 mL mint) foi escolhido. Para a concentragdo de AF, analisando a Figura 14a néo se
observa nenhuma diferenca significativa no sinal quando essa varidvel estava no nivel
superior ou no nivel inferior. Na Figura 14c se observa que a resposta aumentou quando a
variavel estava no nivel superior. Porém, como a diferenca de concentracdo de AF no nivel
superior e inferior era de 5 vezes, e 0 aumento no sinal observado quando a variavel estava no
nivel superior foi de apenas 10%, se optou por escolher a menor concentracdo (5%(v/v)).
Entretanto, como sera discutido posteriormente, foi necessario utilizar uma concentracéo de
25% (v/v) nas amostras, mantendo a concentracdo da solugdo carreadora em 5% (v/v). Como
pode ser visto na Tabela 8, diferente do observado para a CV, as condi¢bes Otimas
encontradas para a PVG empregando as duas estratégias de otimizacdo foram concordantes.
Entretanto, os comportamentos observados para as variaveis foram diferentes. A vazdo de AF,
por exemplo, teve comportamentos opostos pelas duas estratégias de otimizacdo. A
otimizacdo univariada (item 5.1.2.3) mostrou que o aumento da vazdo de AF (e diminuigéo do
tempo de irradiacdo) resultava em aumento no sinal, j& a otimizagdo multivariada mostrou que
diminuir a vazao (e aumentar o tempo de irradiacdo) resultava no aumento do sinal. Os dois
comportamentos observados ja foram reportados na literatura.?® 4’ Porém, nesse caso, devido
as interacBes observadas entre as variaveis, otimizacdo multivariada se mostrou mais

adequada para a otimizacao das variaveis.

Figura 14. Gréficos de superficies de resposta para a PVG-AAS.
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Yoy

Fonte: O autor
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Tabela 8. Condicbes 6timas encontrada para a PVG-AAS empregando as estratégias univariada e

multivariada de otimizacdo.

Variavel Otimizacgdo univariada Otimizacdo multivariada
[AF] /% (viv) 5-50 25
Vazdo AF / mL min! 8,0 8,0
Vazdo Ar/ mL min'? 40 40

Fonte: O autor

5.2.3 Parametros de mérito

Depois de otimizadas as condi¢fes de geracdo de vapor do Hg pela estratégia
multivariada, foram construidas novas curvas de calibracdo (utilizando as mesmas
concentracdes e massas de Hg empregadas na otimizagdo univariada) e calculados novos
parametros de mérito para as duas técnicas (Tabela 9). Para a construcdo das curvas foram
empregadas nove solugdes com concentragdo entre 0,25 e 20 pug L Hg (0,125 a 10 ng Hg).

Os parametros calculados para a PVG ndo foram alterados, quando comparados com
aqueles obtidos via otimizacdo univariada, ja que as mesmas condi¢des 6timas foram obtidas
pelas duas estratégias de otimizacdo. Para a CV foi observada uma melhora no LD e LQ
instrumental, além de um aumento de 40% na sensibilidade, utilizando a otimizacéo
mulitvariada. Porém, os valores de LD e LQ instrumentais obtidos para a PVG foram duas
vezes melhores que os obtidos para CV. Isso ocorre pois os sinais de branco obtidos para a
PVG foram menores e mais reprodutiveis que os da CV, que utiliza reagentes que podem ser
fonte de contaminagdo como o NaBH4. J& a PVG utiliza como reagentes apenas acidos
organicos, que normalmente estdo disponiveis com elevada pureza.

O LD da PVG, calculado neste trabalho, foi menor que o LD (60 ng L) encontrado
por Oreste et al.?* utilizando PVG-AAS e otimizagdo univariada. Lisboa et al.? obtiveram
maiores LD para a CV-AAS (com otimizag&o univariada), utilizando NaBH4 ou SnCl, como
agente redutor, os valores encontrados foram de 110 e 40 ng L™, respectivamente.

A eficiéncia da PVG foi estimada novamente, por comparagd0 com a nova
sensibilidade obtida para a CV, considerada 100%. Nessas condigdes a eficiéncia calculada
para a PVG foi de 96%. Esse resultado mostra a importancia de realizar a otimizacao
multivariada para as técnicas, uma vez que a interacdo entre variaveis é significativa e
influencia nas condicBes Otimas escolhidas. Diferente do observado para a otimizagdo
univariada, esse resultado estd de acordo com o reportado na literatura. Potes et al.*’

obtiveram uma eficiéncia inferior a essa (85%), na determinacdo de Hg por PVG-GF AAS,

36



utilizando Au como modificador permanente para a pré-concentragdo do analito.
Vieira et al.?® obtiveram eficiéncia similar a deste trabalho (95%) utilizando PVG-QTA AAS.
Lisboa et al.® obtiveram eficiéncias diferentes para a PVG comparando com a CV utilizando
NaBHs ou SnCl, como agente redutor, os valores encontrados foram de 60% e 78%,
respectivamente. As eficiéncias distintas obtidas indicam que o método empregando NaBH4
provavelmente ndo estava nas condi¢des Gtimas, ja que teve uma sensibilidade inferior ao
método empregando SnCl>. Isso pode ser explicado considerando que os autores empregaram
estratégia univariada para otimizar as condi¢Ges de vapor, e possiveis interacdes entre as

variaveis ndo foram consideradas.

Tabela 9. Pardmetros de mérito instrumentais obtidos para CV e PVG a partir da otimizagdo
multivariada.

LD/ LD/ LQ/ LQ/ md/

Técnica Regressao linear R?
g ngL* pg  ngL! pg  pg
Ccv Aint=0,372m (ng)+0,0267 0,9992 25 12 82 41 12
PVG Aint=0,358m (ng) +0,0150 0,9992 11 6 38 19 13

Fonte: O autor

5.3 DETERMINACAO DE MERCURIO EM AMOSTRAS DE PEIXE

Apb6s otimizar as condicBes de geracdo de vapor do Hg através da estratégia
multivariada, os métodos foram empregados na determinacdo de Hg em amostras de peixe.
Aqui serdo apresentados os procedimentos de preparo de amostras investigados para a CV e
para a PVG, bem como os resultados referentes a avaliacdo da exatiddo e precisdo dos

métodos otimizados.
5.3.1 Preparo de amostra

5.3.1.1 CV-AAS

Para o preparo das amostras foi empregada digestdo em bloco de aquecimento, usando
sistema de refluxo com dedos frio para evitar perdas do analito e reduzir o consumo de HNO:s.
Inicialmente, foi empregado o procedimento de preparo de amostra reportado por
Oreste et al.*® Para isso, a amostra foi digerida apenas com 1 mL de HNOs. No entanto, a

analise utilizando esse procedimento resultou em baixos valores de recuperacdo para 0s
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materiais de referéncia (40%), indicando que a digestdo das amostras ndo foi completa. Um
segundo teste foi realizado adicionando o dobro de HNOg, resultando em melhores, porém,
ainda baixas recuperacgdes (60%). Entdo, em um terceiro teste, foi adicionado KMnO4 como
um segundo oxidante para auxiliar na decomposi¢cdo da matéria organica, e 0 mesmo
procedimento inicial foi seguido, ao final da digestdo foi necessario adicionar cloridrato de
hidroxilaménio para redu¢do do KMnO4 em excesso. Empregando esse procedimento 0s
valores de Hg obtidos foram concordantes com os materiais de referéncia (resultados
apresentados no item 5.3.2). Porém, os brancos obtidos nesse procedimento foram elevados,
em comparagdo aos brancos obtidos no procedimento da PVG. Isso ocorre devido a utilizagdo

de reagentes como 0 KMnO4 que podem ser uma fonte de contaminagé&o.
5.3.1.2 PVG-AAS

E conhecido que uma problematica da PVG consiste na interferéncia decorrente da
presenca de oxidantes e outros fons no meio.?! Espécies anidnicas de NOs e CI ja foram
reportadas como interferentes, pois atuam como supressores da PVG, competindo com o
analito pelos radicais do precursor organico.?® > Em contrapartida, uma vantagem da técnica
no caso de determinacdo de Hg é a possibilidade de se realizar apenas uma solubilizacdo das
amostras, ndo sendo necessaria a liberacdo do Hg de suas espécies organicas. 1sso é possivel,
pois a radiacdo UV empregada para a reducdo fotoquimica do Hg € capaz de quebrar ligagdes
Hg-C, presentes em espécies organicas de Hg, como metilmercurio e etilmercirio.?> 2> Assim,
diferente da abordagem utilizada para o preparo de amostras da CV, na PVG nao foram
empregados acidos inorganicos ou agentes oxidantes. Para essa técnica a abordagem utilizada
consistiu apenas na solubilizacdo das amostras com TMAH, seguida da adi¢do de acido
férmico como precursor organico.

Em um primeiro teste, a amostra foi solubilizada em 1 mL de TMAH, sendo mantida
em um banho a 60 °C por 3h. Ao final as amostras foram avolumadas para 10 mL com acido
formico 5% (v/v). Empregando esse procedimento se observou que o &cido férmico
adicionado era neutralizado pelo TMAH (bésico). Assim, para garantir a presenca de acido
férmico no meio, foi adicionado um excesso desse reagente (25% v/v). As solugdes obtidas
usando esse procedimento eram opacas e escuras (Figura 15a) e os valores encontrados nédo
foram concordantes com o certificado. O mesmo ja foi reportado em outros trabalhos
utilizando &cido formico para o preparo das amostras, e 0s resultados insatisfatorios obtidos

foram atribuidos a baixa penetracdo da radiacio ultravioleta na solugdo.?® 4" %8 Vieira et al.®
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resolveram esse problema aumentando o tempo de exposicdo da solugédo a radiagdo UV. O
mesmo foi testado por Potes et al.*’, porém sem sucesso. No presente trabalho, uma simples
diluicdo foi suficiente para obter solugcbes incolores e assim garantir maior irradiacdo das

amostras, eliminado o efeito de matriz (Figura 15b).

5.3.2 Parametros de mérito e avaliacdo da exatidao dos métodos

Os valores de LD e LQ do método foram calculados a partir dos valores absolutos
(Tabela 9), considerando a massa de amostra empregada no preparo (150 mg) e o volume
final de 15 mL para a CV e 10 mL para a PVG, e estdo apresentado na Tabela 10. O LD e 0
LQ do método obtidos para a PVG foram melhores que os encontrados para a CV. Porém
ambos os métodos seriam adequados para a determinacdo de Hg em peixe, considerando a
concentracdo maxima desse analito permitida pela legislacdo brasileira (entre 0,5 e
1,0 mg kg ).

A exatiddo do método foi avaliada pela analise de dois candidatos a materiais de
referéncia (muasculo de peixe e tecido de atum) e um material de referéncia certificado
(DOLT-4). Esses resultados estdo descritos na Tabela 11. Todas as concentragfes de Hg
determinadas nos materiais analisados foram concordantes com os valores certificados a um
nivel de confiancga de 95% (teste t-student). A precisdo dos métodos foi confirmada pelo RSD
das medidas, os valores obtidos sdo considerados aceitaveis segundo a Associacdo da
Comunidade Analitica (AOAC intenacional), que recomenda um RSD abaixo de 20% para a

faixa de concentracéo analisada.®.

Figura 15. Aspecto das amostras a) antes e b) apds diluicdo de 1:10. Da esquerda para a direita:

DOLT-4, masculo de peixe e tecido de atum.

Fonte: O autor
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Tabela 10. Parametros de mérito do método para a determinacgéo de Hg por CV-AAS e PVG-AAS.

Técnica LD?/ng g™ LQ%/ngg? RSD®/ %
CV-AAS 2,5 8,2 0,2-4,3
PVG-AAS 1,1 3,8 0,1-6,8
Fonte: O autor Calculados para uma massa de amostra de 150 mg bn=3

Tabela 11. Determinacgdo de Hg em CRM e materiais de referéncia por CV-AAS e PVG-AAS.

Valor certificado

ou de referéncia  valor determinado?®/ ug g tealculado”
Amostra / ug gt
CVv PVG Cv PVG
CRM DOLT-4 2,58+0,22 2,65+0,04 2,43+0,11 2,69 2,44
Tecido de atum 3,03+0,22 3,32+0,34 3,00+0,11 1,52 0,46
M“;g:ﬂg de 1,03£0,26 1,08£0,08  1,07+0,03 1,11 2,31
Fonte: O autor aMeédia * desvio padrdo (n=3) Ptiabelado = 4,30
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6. CONCLUSOES

A otimizacdo univariada das técnicas mostrou que avaliar a resposta em funcédo de area
do pico resulta em maior sensibilidade e melhores parametros de mérito. Nessas condicGes a
PVG-AAS apresentou melhores limites de deteccdo e quantificacdo, além de uma eficiéncia
de geracdo de vapor maior que a CV-AAS.

O planejamento fatorial realizado para as técnicas mostrou que ha efeitos
significativos de interacdo entre as variaveis (condi¢cdes experimentais), e por isso avalia-las
individualmente, como na estratégia univariada, ndo é adequado. O planejamento Doehlert
resultou em modelos matematicos quadraticos que descrevem pontos criticos de sela. As
condicBes Gtimas determinadas para a CV-AAS foram distintas das encontradas pela
estratégia univariada, resultando em melhorias nos limites de deteccao e quantificacdo, além
de um aumento na sensibilidade, demonstrando a importancia de realizar a otimizagédo
multivariada. Para a PVG-AAS, ndo se observou mudancas significativas entre as condicfes
Otimas obtidas através das estratégias univariada e multivariada. Porém, o planejamento
fatorial também mostrou efeitos de interacdo significativos, indicando que a estratégia
multivariada seria mais adequada nesse caso. Os parametros de mérito calculados para a
PVG-AAS foram melhores que para a CV-AAS, e as eficiéncias de geracdo de vapor,
estimadas via otimizagdo multivariada, foram similares comparando as duas técnicas.

A otimizacdo dos métodos permitiu a determinacdo de forma simples, exata e precisa
de Hg em amostras de peixe por CV-AAS e PVG-AAS. Os limites de deteccdo e
quantificacdo do método apresentaram valores coerentes com o que recomenda a legislacdo
brasileira, 0 que demonstra que as técnicas sao adequadas para a determinacdo de Hg em
peixe.
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