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AVALIACAO DE DIFERENTES FORMAS

DE INTRODUCAO DE AMOSTRA

BIOLOGICA TRATADA COM HIDROXIDO DE
TETRAMETILAMONIO EM ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA

Resumo
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SuMMARY

A comparative study of the performances of different ways of sample introduction in fla-
me atomic absorption spectrometry (F AAS) for the determination of Cd, Cu and Zn in
biological samples after treatment with tetramethylammonium hydroxide is reported. The
conventional system of pneumatic nebulization was employed for the three systems. The
sample solution was introduced by aspiration through the capillary tube of the nebulizer,
by manual microinjection, and by microinjection with a flow injection (Fl) system. All three
systems had presented good accuracy and precision. The best sensitivityies and detection
limits were reached using the Fl system. Symplicity, low cost and low sample and reagents

consumptions are qualities of the manual microinjection.
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INTRODUCAO

Ao longo dos anos, o meio ambiente tem recebido
uma grande carga de compostos téxicos, oriunda nao ape-
nas de causas naturais, mas principalmente de atividades
antropogénicas. Além de afetarem imediatamente a quali-
dade de vida, colocam em risco de morte diversos orga-
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nismos, comprometendo a sobrevivéncia das geragdes fu-
turas. Dentre tantos poluentes estio os metais que fazem
parte da histéria do homem ha milénios, sendo utilizados
como matéria-prima em varias aplicagdes nos dias atu-
ais. Metais como cadmio, cobre e zinco sdo extensamente
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usados nas industrias que disponibilizam produtos como
fios elétricos, tubulagbes, baterias para equipamentos ele-
tronicos, entre tantas outras aplicacdes que fazem parte
do nosso cotidiano. Esses produtos manufaturados, apos
a sua utilizagdo deveriam ser reciclados e, quando isto nio
¢é possivel, um destino correto é o minimo que deveria ser
feito. No entanto, é sabido que a alta geragido de residuo
tem levado ao despejo indiscriminado de metais no meio
ambiente, que mais cedo ou mais tarde contaminam o seu
maior responsavel, o proprio homem, seja através do seu
ciclo alimentar ou por outra fonte de contaminagio, tor-
nando a vida na terra cada vez mais perigosa ().

Estes fatos levam a necessidade de realizar um moni-
toramento continuo destes metais nos alimentos a serem
consumidos pelas populagdes, principalmente de animais
utilizados nas dietas dos seres humanos como, por exem-
plo, peixes e aves. Além disso, se torna necessario o mo-
nitoramento do préprio ambiente que estd sujeito a estas
contaminagdes, auxiliando desta forma na prevengiao de
possiveis problemas ambientais.

Atualmente s3o varias as alternativas experimentais dispo-
niveis para uma andlise segura. Os instrumentos disponiveis
permitem uma detec¢io monoelementar e/ou multielemen-
tar simultanea, que podem atingir niveis muito baixos de con-
centragdes (ppt), com uma manipulagdio minima da amostra
como, por exemplo, na andlise direta de solidos. Por outro
lado, toda esta tecnologia disponivel tem um custo elevado,
tanto na aquisi¢io dos equipamentos quanto na sua manu-
tengdo, que muitas vezes os laboratérios nio querem ou nao
podem arcar com estas despesas, principalmente em paises
pobres e/ou em desenvolvimento, onde muitas vezes ha fal-
ta de mao de obra especializada nas técnicas mais refinadas.
Por outro lado, a espectrometria de absor¢ao atémica com
chama (F AAS) alia a simplicidade com baixo custo, sendo
estes dois os principais fatores responsaveis pela populariza-
¢do desta técnica, amplamente utilizada na drea académica, na
industria e em laboratérios prestadores de servigos.

A F AAS foi proposta ha mais de 50 anos por Alan Walsh
(2), mas ao contrario de se tornar uma técnica obsoleta e
ultrapassada ao longo dos anos, é uma técnica que vem se
modernizando e absorvendo novas tecnologias, resultando
em novos equipamentos extremamente competitivos com
o mercado atual como, por exemplo, a espectrometria de
absorcio atomica de alta resolugio com fonte continua e
atomizagao em chama (HR-CS F AAS), que foi recentemente
langada comercialmente (3).

Viarios grupos de pesquisa vém recentemente desenvol-
vendo novas alternativas para melhorar a performance da F
AAS. Flores et al. (4,5) realizaram com sucesso aplicagdes de
um dispositivo desenvolvido por eles, o qual permitiu a andlise
direta de sélidos na chama. Gaspar e Berndt (6,7) desenvol-
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veram um outro dispositivo com aspectos que se assemelham
ao forno de grafite em AAS, conhecido como flame furnace
(FF), o qual consiste em um tubo de niquel que ¢ inserido
na chama do F AAS, permitindo um aumento no tempo de
residéncia do analito no feixe 6ptico e também a introdugido
de quantidade discreta da amostra, propiciando um ganho na
sensibilidade para vérios analitos.

Atualmente, esta alternativa estd se popularizando e mui-
tos outros grupos estio desenvolvendo metodologias para o
uso do FF AAS (8-10). Recentemente, Ribeiro e colaborado-
res (1) realizaram o estudo do acoplamento do nebulizador
ultrassénico para o F AAS, diretamente na cimera de nebu-
lizagdo ou para o sistema FF AAS, resultando numa melhora
significativa de sensibilidade para alguns elementos e também
em um menor consumo da amostra.

Diversas alternativas podem ser utilizadas para o prepa-
ro das amostras bioldgicas para determinagdes por F AAS
com a nebulizagdo pneumdtica convencional, sendo que as
mineralizacdes com acidos sob aquecimento em sistema
aberto ou fechado s3ao as mais populares. No entanto,
estes procedimentos apresentam alguns inconvenientes
como o elevado tempo de preparo, requer laboratério
adequado com grande quantidade de vidrarias e reagentes
e aumentam o risco de contaminagao da amostra e perda
dos analitos. Entretanto, quando os procedimentos sao
bem conduzidos, esses inconvenientes sio minimizados
ou mesmo eliminados. Uma revisdao sobre este assunto foi
realizada por Oliveira et al. (12). Amostras bioldgicas em
geral podem ser facilmente solubilizadas com hidréxido
de tetrametilaménio (TMAH) em temperatura ambiente,
sem a necessidade de aplicagdo de energias para o aqueci-
mento, como as microondas ou ultra-sénicas. O TMAH ¢é
uma base orgéanica forte, soltvel em dgua ou alcoois resul-
tando em solucdes incolores com odor de amina, sendo
capaz de complexar e estabilizar elementos volateis. As
amostras biologicas tratadas com TMAH fornecem uma
solugdo com caracteristicas de uma suspensio, apresen-
tando um baixo fator de dilui¢do e permanecendo estével
durante meses, mesmo quando estocada em temperatura
ambiente. Como inconvenientes, podemos citar o odor
e a alta viscosidade da solugdo resultante do preparo da
amostra, assim os procedimentos de andlise precisam es-
tar bem otimizados para evitar possiveis interferéncias
nao-espectrais. Devido a grande simplicidade do preparo
das amostras biolégicas com TMAH muitos estudos po-
dem ser encontrados na literatura (I13-18) e uma revisdo
recente da solubilizagdo alcalina foi publicada por Noébre-
gaetal (19).

Dentro do contexto de buscar o desenvolvimento de
novas metodologias que utilizam a introdugdo discreta da
amostra, o presente trabalho tem por objetivo realizar
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um estudo de diferentes formas de introdu¢dao da amostra
no F AAS empregando a nebulizagao pneumatica conven-
cional, utilizando a aspiragdo continua e a introdugio dis-
creta de pequenos volumes, com o auxilio de um pequeno
funil para inje¢do manual ou com um sistema por injegao
em fluxo (FI). A aplicabilidade deste estudo sera avaliada
pela determinagdao de Cd, Cu e Zn em amostras biologi-
cas tratadas com TMAH, levando-se em conta parametros
como exatiddo, precisdo, sensibilidade, limite de detec-
¢do, consumo da amostra e freqiiéncia analitica.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao

Todas as medidas foram obtidas em um espectrome-
tro de absorgido atémica AAnalyst 100 (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA), operado com atomizagdo em chama
e equipado com corretor de fundo de lampada de arco de
deutério. Lampadas de ciatodo oco (PerkinElmer) foram
utilizadas como fontes de radiagdo, e os parametros ins-
trumentais empregados foram: comprimento de onda de
228,8; 324,4 e 213,9 nm, correntes de 4, |5 e 15 mA para
Cd, Cu e Zn, respectivamente, com fenda espectral de 0,7
nm para todos os estudos. Os gases utilizados na chama
foram ar comprimido e acetileno, com vazdes de 8,0 e
3,0 L min’', respectivamente. O acetileno foi fornecido
pela White Martins (Sao Paulo, SP, Brasil) com pureza de
99,6%. O equipamento é gerenciado por microcomputa-
dor com programa AA Winlab em ambiente Windows.
Altura e area de pico, corrigidas do sinal de fundo, foram
usadas para monitorar os sinais analiticos para a nebuli-
zacdo continua ou com inje¢io de volumes discreto da
amostra, respectivamente. As microinje¢des manuais de
300 plL foram realizadas com o auxilio de uma micropipe-
ta variavel de 100 a 1000 puL em um microfunil imobilizado
em um suporte universal. O microfunil foi confeccionado
em Teflon® (20), apresentando 2 cm de didmetro e con-
cavidade com angulo de 45°, sendo que o seu orificio foi
conectado ao nebulizador pneumatico através de um tubo
capilar de PTFE. J4a o sistema de injegdo em fluxo (Fl) foi
configurado para realizar a introdugio também de 300 pL,
através de uma alga de amostragem em um injetor comu-
tador confeccionado em acrilico (21) e uma bomba pe-
ristaltica de quatro canais MS-Reglo (Ismatec, Glattbrugg,
Suiga), linhas de transmissiao e tubos de Tygon com 1,85
mm de didmetro interno foram utilizados para o bombe-
amento da amostra e solugido carreadora. Para a pesagem
das amostras foi utilizada uma balan¢a analitica AG 204
(Mettler Toledo, Greinfensee, Suica) e tubos de polietile-
no de |15 mL (Sarstedt, Newton, NC, USA).
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Reagentes, materiais € amostras

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico.
A agua utilizada no preparo das solugdes foi destilada e poste-
riormente desionizada a uma resistividade de 18,2 MQ cm em
um sistema Milli-Q Millipore (Bedford, MA, USA). O icido
cloridrico da Merck (Darmstadt, Germany, N° K27703017)
foi destilado abaixo do seu ponto de ebuligio, em um des-
tilado de quartzo da Kiirner Analysentechnik (Rosenheim,
Germany). Uma solugao de TMAH 25% m/v em metanol (Sig-
ma, N° 40K 1265, St. Louis, MO, USA) foi utilizada para a
solubilizagdo das amostras bioldgicas. As solugdes estoques
monoelementares contendo 1000 mg L' de Cd, Cu e Zn fo-
ram preparadas dissolvendo os sais de alta pureza com acidos
apropriados, conforme as informagdes do fabricante (Spex,
Eddison, NJ, USA). As diluigdes necessarias para obtencio
das curvas de calibragio foram feitas em meio de HCI 1% v/v
ou em meio de TMAH, com concentracio similar da amostra
a ser analisada, para uma das amostras.

Os seguintes materiais de referéncia certificados foram
analisados: TORT-2 (hepatopancreas de lagosta) e DORM-2
(mUsculo de peixe) procedentes do National Research Coun-
cil Canada, NIST 8414 (musculo bovino) do National Institute
of Standards and Technology e NBS [566a (tecido de ostra)
do National Bureau of Standards. Os materiais utilizados (vi-
drarias, frascos de polietileno, ponteiras, espatulas, etc.) fo-
ram previamente lavados com agua de torneira e deixados
em contato com uma solucio de Extran® diluido a 1,0% v/v
por pelo menos 24 h, removendo assim os residuos organi-
cos destes materiais. Posteriormente, 0s mesmos materiais
foram enxaguados com agua destilada e entdo deixados em
contato por no minimo 48 h em uma solugdo de HNO, 10,0%
viv e em seguida, foram enxaguados com agua desionizada
por cinco vezes consecutivas e levados a capela de fluxo la-
minar para secagem.

Preparo das amostras

As amostras foram preparadas diretamente em frascos de
polietileno de 15 mL, pela mistura de aproximadamente 250 mg
da amostra bioldgica certificada em p6 com 2,5 mL de 4gua de-
sionizada. Apos aproximadamente 30 min, uma solugdo de 25%
m/v de TMAH foi adicionada, usando a proporgido de 5 pL de
TMAH para cada | mg de amostra. Posteriormente, as amos-
tras foram deixadas em repouso em temperatura ambiente por
um tempo minimo de 2 h com eventual agitagio manual. Apds
a completa solubilizagio do material, o volume foi completado
com dgua desionizada. As solugdes resultantes apresentaram o
aspecto de uma suspensao, com cores turbidas, que dependendo
da amostra, apresentaram tons amarelos a marrom escuro. A
concentracao final de TMAH foi de 2,1% mi/v.
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Procedimento

A determinagdo de Cd, Cu e Zn nas amostras bioldgi-
cas foi primeiramente realizadas nos trés sistemas estudados
empregando a calibragdo externa com padrdes aquosos em
meio de HCI 1% v/v, sendo que as amostras estavam em meio
de TMAH. No entanto, o sistema de nebulizagdo pneumatica
convencional e com a microinje¢do manual nio apresentou
limites de detecgdo (LD) adequados para a determinagio de
Cd na amostra de tecido de ostra (NBS 1566a). Com a fina-
lidade de melhorar a sensibilidade do método, a amostra foi
novamente preparada em uma concentragio maior através
do uso de aproximadamente 500 mg (ao invés de 250 mg)
com um volume final de 10 mL ao invés de |5 mL. Neste
caso, a calibragdo teve que ser realizada com padrées aquo-
sos contendo a mesma concentragio de TMAH presente na
solu¢io da amostra, no caso 12,5% m/v.

ResuLTADOS E Discussio

Antes de realizar os estudos, as condi¢des do F AAS foram
checadas e ajustadas diariamente com uma solugdo padrao de 5
mg L' de Cu em meio de 1,0% v/v de HCl para se obter a melhor
performance do equipamento, avaliando pardmetros como a po-
sicdo da chama, nebulizagio e vazio dos gases. Posteriormente,
cada sistema foi montado para avaliar a sua performance através
do procedimento de calibragdo e aplicagdo na determinagio de
Cd, Cu e Zn nas amostras bioldgicas certificadas. O volume esco-
Ihido de 300 L para a microinjegdo manual se mostrou adequado
para o propésito dos estudos, fornecendo um sinal mensuravel
com boa reprodutibilidade entre as injegdes, com um consumo
reduzido da amostra. Este mesmo volume também foi adotado
para os estudos com o sistema FIA.

Na Tabela | estdo apresentados os parametros de mé-
rito obtidos para a determina¢do de Cd, Cu e Zn em cada
sistema estudado no F AAS. Como pode ser observado, a
sensibilidade obtida com uso dos sistemas de microinjecio
em funil e sistema Fl foi de aproximadamente 3 e 3,5 vezes
maior em relagdo ao obtido com o uso da aspiragao con-
vencional, respectivamente. Essa diferenga de sensibilidade
se deve a forma de avaliagio do sinal analitico, pois para
a nebulizagio convencional, o sinal continuo foi avaliado
com uso da medida da altura do pico, enquanto que para
as microinjegdes o sinal transiente foi avaliado pela area do
pico, resultando no ganho de sensibilidade supracitado. A
microinje¢io manual forneceu um pico irregular, ao contra-
rio do sistema FIA que apresentou um pico bem definido,
porém essa diferenca ndo apresenta maiores implicagdes
quando a medida da area é utilizada. Os sinais obtidos em
cada sistema sdo apresentados na Figura |.
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Entretanto, quando se comparam os coeficientes angu-
lares entre as microinje¢des, pode-se observar pela Tabela
I que o sistema Fl levou a um ganho de sensibilidade em
comparagido com a inje¢do manual de até 57% (Zn). Este re-
sultado pode ter sido ocasionado pela diferenga nas condi-
¢oes dentro da camera de nebulizagdo nos dois casos, pois
na injegdo manual a amostra é nebulizada em um ambiente
seco, o que facilita a sua decantagio e adsor¢io nas paredes
da camera, diminuindo a eficiéncia de transporte do aerossol
formado para dentro da chama. Por outro lado, o sistema
FIA utiliza a agua como carreador e no momento em que
a solugio é nebulizada, esta encontra um ambiente Umido
que é propicio para o transporte do aerossol para dentro
da chama, resultando em uma maior sensibilidade. Pode ser
observado ainda pela Tabela | que todas as curvas de calibra-
¢do apresentaram razoaveis coeficientes de correlagio linear,
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Figura 1. Tipicos sinais obtidos para Cd usando a amostra TORT-2 por F
AAS. (A) nebulizagdo pneumética convencional, (B) microinjecdo manual com
funil e (C) microinjecao com sistema FIA. Os sinais analiticos para (B) e (C)
sdo integrados, ou seja, Absorvancia, s
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com R > 0,993. Os limites de detecgdo foram melhores para
o sistema Fl, o que propiciou a determinagdo de Cd, Cu e Zn
na amostra com um maior fator de diluicdo, possibilitando
a calibragdo com padrdes aquosos em meio de HCI 1% vlv,
pois nao foi observada a presenga de interferéncia nio-espec-
tral com este sistema.

O sistema de aspiragdo convencional e de microinjegio
manual forneceram sensibilidades adequadas para determina-
¢do de Cu e Zn nas amostras biologicas estudadas, livres de
interferéncia ndo-espectral, enquanto que para o Cd, devido

a baixa concentracdo deste analito na amostra de tecido de
ostra (NBS 1566a), se fez necessario a andlise utilizando uma
maior massa dessa amostra diluida para um menor volume
final (500 mg para 10 mL) para que esses sistemas possibi-
litassem a quantificagdo, resultando em limites de detecgio
dos métodos semelhantes ao obtido com o sistema Fl. Por
outro lado, houve um aumento na viscosidade da solugdo da
amostra, requerendo-se uma calibragdo com solugdes aquo-
sas em meio semelhante ao da solugdo da amostra, no caso
12,5% m/v de TMAH.

Cd A) 0,1-25 0,17* 0,9996 18 0,4
B) 0,1-25 0,50™ 0,9994 30 0,6
© 0,1-1,0 0,62** 0,9997 10 0,6
Cu A) 0,1-50 0,068* 0,9996 44 2,6
B) 0,1-50 0,18 0,9997 17 1,0
©) 0,1-50 0,24* 0,9999 13 0,8
Zn A) 0,1-5,0 0,24* 0,9939 25 1,6
B) 0,25-1,5 0,65 0,9982 19 1,1
©) 0,25-1,5 1,01 0L 15 0,9

Tabela I. Pardmetros de mérito obtidos para a determinacao de Cd, Cu e Zn em amostras bioldgicas certificadas tratadas com TMAH por F AAS. (A) aspiracao
convencional, (B) microinjecao manual com funil e (C) microinjecdo com sistema Fl (n = 3)

(A) (B) ©)
Cd 1566a 4,15+ 0,38 4,38 = 0,23 4,20 = 0,61 4,29 = 0,70
TORT-2 26,7 £ 0,6 27,8 0,1 29,2 +0,1 28,2+ 0,3
Cu 1566a 66,3 = 4,3 63,4 0,4 69,5+1,3 69,0 £ 0,9
TORT-2 106 + 10 106 + 1 118 + 1 106 + 1
DORM-2 2,34 +0,16 1,79 + 0,35 1,99 + 0,45 2,19+ 0,43
NIST 8414 2,84 + 0,45 2,69 + 0,21 3,49 + 0,32 3,19+ 0,45
Zn 1566a 830 + 57 836 + 3 827 + 4 788 £9
TORT-2 180 + 6 181 +2 192 +2 174 + 1
DORM-2 25,6 £2,3 23,9+0,2 22,1+1,2 26,4 £ 1,7
NIST 8414 142 + 14 138 +2 126 + 3 142 + 6

Tabela 2. Valores certificados e encontrados, em pg g', por F AAS (n = 3) para Cd, Cu e Zn em amostras bioldgicas tratadas com TMAH. (A) aspiragdo
convencional, (B) microinjecao manual com funil e (C) microinjecao com sistema FIA
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A Tabela 2 apresenta os resultados das andlises dos mate-
riais biologicos certificados empregando as formas de intro-
dugdo de amostra estudadas, apos o tratamento alcalino com
o TMAH. A aplicagdo do teste-t de Student mostrou para um
nivel de 95% de confiancga, que os resultados encontrados nao
apresentam diferencas significativas em relagio aos valores
de concentragio certificados, com exce¢do da concentragio
de Cd encontrada para amostra TORT-2 utilizando o sistema
de microinjecdo manual, que apresentou um nivel de confian-
¢a de 99%. De um modo geral os desvios padrdes relativos
(RSD, %) foram considerados adequados para o nivel de con-
centragido, apresentando valores médios de 4%; 6% e 7% para
a nebulizagdo convencional, microinje¢ao manual e com FIA,
respectivamente. As concentragdes certificadas de Cd nas
amostras DORM-2 e NIST 8414 sio 0,043 + 0,008 e 0,013
+ 0,011 pg g', respectivamente. Estas concentragdes estio
abaixo dos limites de detec¢do para todas as trés formas de
introducao de amostra estudadas, ndo permitindo, portanto,
a determinacgio deste analito nestas amostras.

\ ; : {
.II . ey o =
i "'.- -—-‘. - - —":;l - Ll Ji e 3
Figura 2. Sistemas de introdu¢do de amostra utilizados para determinagao

de Cd nas amostras bioldgicas. (a) nebulizagdo pneumadtica convencional,
(b) microinjecdo manual com funil e (c) microinjecdo com sistema FIA.
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CoNCLUSOES

Foi possivel realizar com sucesso a determinagdo de
Cd, Cu e Zn nas amostras bioldgicas tratadas com TMAH
utilizando as trés formas de introducio de amostra in-
vestigadas. As duas técnicas de microinjegao (funil e Fl)
podem ser empregadas para anadlise rotineira de amostras
bioldgicas, ja que apresentaram adequada exatidao, apre-
sentando como vantagem o baixo consumo de amostra e
reagentes. A microinjecdo manual é extremamente sim-
ples de ser implementada apresentando um baixo custo,
pois necessita apenas de um pequeno funil e uma micropi-
peta, entretanto o analista precisa adquirir um pouco de
habilidade operacional para obter uma boa precisdao. Por
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