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RESUMO

No presente trabalho ¢ proposto um método para determinagdo de cobre, manganés e selénio
em amostras de vegetais de cultura organica e convencional utilizando ultra-som no
processo de extracdo dos analitos e posterior quantificagao por espectrometria de absorc¢ao
atdbmica em forno de grafite (GFAAS). Utilizando como solugdo extratora HC1 0,10 mol L™,
as condigdes Otimas de extragdo estabelecidas foram: massa de amostra de 100 mg;
granulometria da amostra < 60 um; tempo de sonificagdo de cinco ciclos de 40 s e poténcia
de sonificacdo de 136 W. As determinacdes dos analitos por GFAAS foram feitas
utilizando-se temperaturas de secagem de 90-250 °C, temperatura de pirdlise de 1300 °C,
temperatura de atomizag¢do de 2300 °C e temperatura de limpeza de 2800 °C. Foi utilizado
como modificador quimico nitrato de palddio co-injetado junto com as amostras e tungsténio
como modificador permanente. A exatidao e precisao do método de extragao proposto foram
avaliadas utilizando-se padrdo certificado Corn Bran, RM 8433 — National Institute of
Standards and Technology. Os resultados obtidos pelo método de extragdo por ultra-som
mostraram-se equivalentes aos obtidos pelo método utilizando-se mineralizagdo acida das
amostras em forno de microondas. No entanto, a metodologia proposta diminui
consideravelmente o tempo de analise, o que favorece a velocidade analitica. Além disso, a

quantidade de residuos gerados para o ambiente também ¢ bastante minimizada.

Palavras-chave: Micronutrientes, cultivar organico e convencional, extragdo por ultra-som,

GFAAS.
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1. Introducéo Geral e Justificativas

1.1. Importancia dos minerais no crescimento e desenvolvimento dos vegetais

A determinacdo quimica dos minerais encontrados nos vegetais ¢ o primeiro passo
para se analisar a necessidade de adi¢do ou ndo desses nutrientes no solo para suprir a
necessidade nutricional das plantas. Cada elemento, em maior ou menor quantidade tem sua
funcdo no metabolismo do vegetal. Se houver pouca disponibilidade do mineral no solo, o
crescimento e desenvolvimento da planta podem ser prejudicados e, em excesso, também
pode causar desenvolvimento anormal do vegetal. '’

Dependendo da quantidade requerida de um dado nutriente, o elemento pode ser
classificado, como macronutriente ou micronutriente. Os macronutrientes sdo necessarios
em quantidades elevadas pelo fato de fazerem parte de moléculas essenciais para o vegetal,
ou seja, possuem um papel estrutural. Por outro lado, os micronutrientes estdo mais
relacionados 4 ativacdo de certas enzimas, tendo acio regulatoria do sistema fisiologico. '

Um nutriente metalico pode funcionar como constituinte de uma estrutura organica,
como ativador de reagdes enzimaticas ou como transportador de cargas, além de ter funcao
regulatéria. A deficiéncia dos minerais nas plantas apresenta sintomas que dependem de sua
funcdo e mobilidade no vegetal. Como os nutrientes inorganicos t€ém fungdes especificas, os
sintomas de sua deficiéncia sdo caracteristicos, sendo limitantes para o desenvolvimento do
vegetal. >~

Elementos como o nitrogénio, ferro e magnésio estdo envolvidos na formacao da

molécula de clorofila. Na falta destes elementos, o sintoma caracteristico € o



amarelecimento da planta, denominado clorose. A deficiéncia desses elementos causa o
mesmo sintoma, porém com diferenciagdo entre cada um deles devido a sua mobilidade no
vegetal. >

Como as reagdes metabodlicas sdo bastante integradas, uma perturbagdo especifica
causada por um determinado nutriente pode desencadear uma série de reacdes que leva a
uma sintomatologia geral, como enfezamento (subdesenvolvimento), clorose e a necrose dos
tecidos. Desse modo, ¢ dificil diagnosticar qual nutriente esta em falta a partir da observagao
de sintomas de deficiéncia. A andlise do solo ¢ uma das maneiras de se determinar se uma
cultura esta bem nutrida ou se hé caréncia de algum nutriente. Contudo, esta analise apenas
fornece a quantidade de nutrientes que pode ser absorvido pelas raizes, mas nao fornece
informacdes se isso realmente ira ocorrer ja que a absorcdo depende de outros fatores. A
alternativa mais correta para se determinar o teor de um nutriente na planta ¢ a chamada
analise foliar.

Também ¢ importante ressaltar que os micronutrientes em excesso também podem
causar necrose e enfezamento. Além disso, o excesso de certos macronutrientes pode
provocar a deficiéncia de alguns micronutrientes. Um exemplo classico ¢ a interagao
negativa entre o fosforo e o zinco, reafirmando a importancia da determinagdo quimica dos
nutrientes presentes na planta. ®

Existe também a necessidade de sabermos a quantidade de nutrientes no vegetal ndo
sO para determinar se ha deficiéncia ou ndo do mineral, mas também porque cada
macronutriente ou micronutriente ¢ essencial para o funcionamento do metabolismo vegetal
e indiretamente no animal. Dai a importancia da determinacdo quimica dos nutrientes

presentes na planta. '°



A chamada “Lei do minimo” de Liebig diz que a produtividade de uma cultura ¢
limitada pelo elemento que estd em menor quantidade. Nesse caso, mesmo se aumentarmos
a concentracao dos demais nutrientes, ndo havera aumento na produ¢do, em decorréncia da
acdo limitante deste nutriente em déficit. Além de se levar em conta a “lei do minimo”,
devemos considerar que ha limite maximo para a utilizagdo de um nutriente. Se a planta
possui uma deficiéncia, ha um crescimento proporcional a quantidade de nutrientes nos
tecidos, porém depois de algum tempo, o crescimento tende a desacelerar e depois ficar
estagnado. No caso de macronutrientes, a zona adequada corresponde a sobra do nutriente
absorvido, o qual pode se acumular no vactiolo sem provocar resposta no crescimento. No
caso de micronutrientes, essa sobra pode provocar toxidez nos tecidos e reduzir o
crescimento da planta. A regido critica de um nutriente no tecido € aquela que quantidades
inferiores ao da regido provocam diminuig¢do do seu potencial de crescimento e acima dela o
incremento deixa de ser exponencial. *'°

Os nutrientes estudados sdo importantes ndo so para a nutrigdo vegetal, mas também
para a nutricdo animal, ja que sua presenca na dieta humana ¢ de significativa importancia
para o funcionamento dos processos vitais do metabolismo.

Os minerais desempenham diversas fungdes, muitos sao usados com “blocos”
construtores dos tecidos corporais, como ossos, dentes, musculos e outras estruturas
organicas. Podem também ser componentes de enzimas porque estdo envolvidos na
regulacao do metabolismo, além de atuar como ions, ou eletrolitos, que carregam cargas
elétricas, podendo ainda, ser ativadores de varios hormdnios e enzimas.'!

A presenga de calcio ¢ fundamental para o homem, pois participa principalmente da
estrutura Ossea, onde a formacdo de sais, como o fosfato de calcio, ¢ responsavel pela

resisténcia desta estrutura. Este mineral também participa da formacao dos dentes e em



estado 16nico ou em combinagdo com certas proteinas, exerce consideravel influéncia no
metabolismo humano. '

A deficiéncia de calcio estd relacionada principalmente a doengas dsseas, muitos
fatores estdo envolvidos na formag¢do ou mineralizagdo, dos tecidos Osseos ¢ um
desequilibrio qualquer desses fatores pede resultar em desmineralizacdo déssea causando
raquitismo em criangas e osteoporose em adultos.'’

A principal fun¢do do ferro no organismo ¢ a formagao de compostos essenciais ao
transporte e a utilizagao de oxigénio. A maior parte dele ¢ usada para formar hemoglobina,
um complexo de ferro e proteina que transporta oxigénio dos pulmdes aos tecidos corporais.
E também armazenado nos tecidos, sobretudo como compostos de proteina chamados
ferritinas.'?

O selénio ¢ componente de varias enzimas, sobretudo a glutationa peroxidade, uma
enzima que ajuda a catabolizar os radicais livres e evitam danos as estruturas celulares,
como as membranas das hemécias. Atua também em conjunto com a vitamina E, como um
antioxidante, e supde-se ter atuacdo importante na prevencdo de cancer.'’

O zinco ¢ encontrado em praticamente todos os tecidos corporais como componentes
de diversas metaloenzimas. Varias dessas enzimas estdo envolvidas nas principais vias do
metabolismo de energia, incluindo a lactato desidrogenase (LDH), que ¢ importante para o
sistema de energia do acido lactico. O zinco também tem participagdo em uma série de
outras fungdes, como a sintese de proteinas, o processo de crescimento e a cicatrizagdo.
Além disso, ele estd associado as fungdes imunoldgicas, incluindo o funcionamento ideal

dos globulos brancos e o sistema linfatico.'?



1.2. Vegetais de cultivo organico

Diversos compostos encontrados nos vegetais, tais como carboidratos, proteinas,
lipideos, vitaminas e minerais, além de muitos outros, podem ser alterados ou apresentar
variagdes de acordo com o modo de cultivo. Estudos apontam o aumento da procura por
vegetais cultivados de forma nao convencional, sobretudo por ndo conterem substancias que
possam ser toxicas (residuos de pesticidas) e provocar algum tipo de dano ao
ecossistema/organismo, porém poucos estudos mostram o teor de nutrientes nesses vegetais.
13, 14

Os dados sobre a composicdo quimica dos vegetais sdo bastante varidveis, em
decorréncia dos numerosos fatores de influéncia, tais como diferencas entre cultivares, grau
de maturidade do produto, época de colheita, local e clima, além do modo de cultivo
(orgnico ou convencional)."

A agricultura orgénica caracteriza-se como um sistema de produgdo que busca a
harmonia entre 0 meio ambiente e a produgdo agricola. Dispensa o uso de fertilizantes e
defensivos quimicos que podem causar desequilibrios ecoldgicos ou que sejam agressivos
ao organismo humano se utilizados indiscriminadamente. E um sistema que adota normas
para produzir um alimento com suas caracteristicas originais e que atenda as expectativas do
consumidor. '®

Atualmente diversos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de comprovar
que os alimentos organicos apresentam vantagens nutricionais. Embora ainda exista muita
discussdo a respeito desse assunto e ndo haja consenso cientifico sobre o tema, sabe-se que

. , . . .. . . 17-19
os produtos livres de agrotoxicos tendem a ser mais nutritivos que os convencionais. '’



Estudos como o desenvolvido por pesquisadores da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), em Botucatu, mostram que cenouras cultivadas sem agrotoxicos tém maior
durabilidade (tempo de conservacdo ¢ maior) e apresentam maiores teores de vitamina A e
betacaroteno.”

Outros estudos afirmam que alimentos organicos levam mais tempo para se
desenvolver, o que aumenta sua concentragao de micronutrientes, como selénio, zinco e
ferro, que sdo essenciais a saude. Plantas cultivadas no sistema organico estdo em
competi¢dao acirrada com outras espécies, por essa razao, acionam as vias de sintese de
substancias de defesa e nesse processo, a produgdo de antioxidantes e outros nutrientes
essenciais ¢ aumentada. Em verdade, os parametros para determinacdo da qualidade
nutricional sdo multifatoriais, por isso, condigdes de solo, clima, variabilidade genética
(heterogeneidade) mesmo dentro de uma mesma variedade, poderiam mostrar diferengas
significativas entre 0 modo de produgio convencional e organico. '**

De uma forma geral, observa-se que estudos concernentes aos teores de elementos
nutritivos (aminoacidos, vitaminas, proteinas, minerais, etc.) ainda sdo pouco conclusivos.
Portanto, a composicdo quimica das plantas ¢ uma ferramenta que permite confrontar os
tipos de adubagdes, compara-las as extracdes e translocacoes de nutrientes da planta inteira
ou parte dela permitindo direcionar ou corrigir as adubagdes, bem como suporte para a
nutri¢do animal.

Considerando-se o exposto, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam
a quantificagdo segura dos macros e micronutrientes torna-se fundamental para os estudos
de nutrigdo vegetal. Neste contexto, a extracao de analitos por ultra-som, apresenta-se como
um método bastante promissor. Este procedimento de extracdo permite a eliminagdo da

mineralizagdo nitrico/perclorica das amostras em bloco digestor, que na metodologia



classica, constitui o principal problema, pois além de gerar gases toxicos para o ambiente,
pode comprometer a saide do analista. Além disso, o tempo de analise podera ser reduzido

consideravelmente.
1.3. Principais fundamentos da Espectrometria de Absorcdo Atomica

O principio fundamental da espectrometria de absor¢ao atdomica consiste na medida
da absor¢ao da intensidade da radiacdo eletromagnética proveniente de uma fonte de
radiacdo primdria emitida por a&tomos gasosos no estado fundamental. Suas determinacgdes
utilizam a absorbancia como grandeza fisica e a Lei de Lambert-Beer para determinagao das

concentracdes. A absorbancia ¢ puramente uma quantidade matematica que pode ser

I .o . )
representado por: A= log(T"j, e segue uma relagdo linear com a concentracdo, definida

pela ”Lei de Beer”, onde, |, a radiacdo inicial emitida em um determinado comprimento de

ondae | aradiacdo final emitida pelo decaimento.”

A espectrometria de absor¢cdo atomica (AAS) ¢ utilizada para determinacdes
quantitativas tanto de elementos metalicos e semimetalicos quanto de alguns elementos nao
metélicos E aplicada a uma grande variedade de amostras, tais como, materiais bioldgicos
(tecidos e fluidos), ambientais (aguas, solos e sedimentos), alimentares, geologicos,
tecnologicos etc. Dentre os tipos de atomizadores mais usados em AAS estdo a chama e o
forno de grafite. A espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS - do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) ¢ a técnica mais utilizada para analises
elementares em niveis de mg/L, enquanto que a espectrometria de absor¢do atdmica com

atomiza¢do em forno de grafite (GFAAS - do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption



Spectrometry) ¢ utilizada para determinacdes de baixas concentracdes (ng/L). Sendo assim,
a GFAAS apresenta maior sensibilidade que a FAAS devido a maior parte do analito ser
introduzido no tubo de grafite e atomizada no caminho 6ptico, além de condensar a nuvem
atOmica mais eficientemente por ser um sistema fechado. J& a FAAS ¢ um sistema onde
maior parte da amostra ¢ descartada pelo dreno do nebulizador (95%) e a parte da amostra
que alcanga a chama ¢ diluida pelos gases desta, diminuindo sua sensibilidade. Outra
vantagem na GFAAS quando comparada com a FAAS ¢ a pequena quantidade de amostra
utilizada, da ordem de microlitros na GFAAS, enquanto que a FAAS trabalha com amostra
de alguns mililitros.***°

O atomo ¢ composto de um nucleo rodeado por elétrons. Estes elétrons ocupam
posi¢des nos orbitais em uma determinada ordem e com caminhos definidos. O “estado
fundamental” ¢ a distribuicao normal dos elétrons, onde, a energia mais baixa corresponde a
configuragio eletrénica estavel do atomo.*

Quando os atomos se encontram no estado gasoso fundamental podem absorver
energia sofrendo alteracdes e passando para um estado conhecido como “estado excitado”,
onde os elétrons mais externos (elétrons de valéncia) serdo promovidos para configuragdes
menos estaveis. A radiagdo absorvida para passar um determinado atomo de seu estado

fundamental para seu estado excitado corresponde a comprimentos de ondas especificos

caracteristicos de cada elemento que podem ser determinados pela equacao de Planck:

E =hc/A

Onde, (E) ¢ a energia para passar um atomo do seu estado fundamental para seu
estado excitado, (h) é a constante de Planck (h=6,62608x10>*); (c) ¢ a velocidade da luz

(¢=2,99792x10°ms™) e (1) é o comprimento de onda.*



Por ser instavel, o estado excitado do atomo tende imediatamente e espontaneamente
a retornar para sua configuracao no estado fundamental. Ao retornar ao seu estado inicial a
energia radiante equivalente a quantidade absorvida no processo inicial de excitagdo sera
emitida (1 ).2**

Como todos os elementos possuem uma estrutura eletronica tinica € 0 comprimento
de onda da luz emitida ¢ uma propriedade individual de cada elemento, pode-se determinar
qualitativamente qual ¢ o elemento, sendo assim, uma técnica que apresenta alta seletividade
e relativamente poucas interferéncias.*®

A fragdo de atomos excitados em um determinado nivel de energia ¢ uma funcao da

temperatura e do comprimento de onda (Tabela 1) e ¢ dada pela distribuicao de Boltzmann:

* * -AE/KT
N =ge

No 2

* /4 r M 7 /4
Sendo, N o numero de atomos no estado excitado e N, o niimero de atomos no
estado fundamental; E ¢ a energia especifica da excitagdo; K ¢ a constante de Boltzmann

(k=1,38066x107 JK™") ¢ T ¢é a temperatura absoluta.”**’

Tabela 1. Razdo N'/Nge a dependéncia com a Temperatura e o comprimento de onda.

Elemento Energiade A (nm) gxlgo N"/No

Excitacdo (eV) 2000 K 3000 K 4000 K
Zn 5,30 213,9 3 72910 55810  1,48107
Cu 2,93 422,77 3 1,21107  3,6910°  6,0310™
Na 2,11 589.0 2 0,86 10%  5.8810" 444107
Cs 1,46 852,1 2 44410% 72410° 298107
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Com isso, chega-se 4 lei de Lambert-Beer, relacionando a absorbancia (A) ou

densidade optica com o nimero de atomos no estado fundamental (N).

A - log @0 0,43 NIk ()
Dy (M)

Onde, @y () ¢ a poténcia radiante emitida, @y (1) € a poténcia radiante transmitida
em A; N ¢ o numero de atomos livres na camada absorvedora; I ¢ o comprimento da camada
absorvedora e k() ¢ o coeficiente de absor¢do atdmica espectral.***’

Os seis principais constituintes da espectrometria de absor¢ao atdmica sao: 1) a fonte
de radiagdo; 2) o sistema de introdugdo de amostras; 3) o sistema de atomizagdo; 4) o
monocromador; 5) o sistema de deteccao e 6) a leitura. Estes componentes sao conectados a

sistemas computadorizados para o controle do equipamento e tratamento dos dados.”’

1.3.1. Espectrometria de Absorcéo Atdmica em Chama

O atomizador ¢ uma parte importantissima do FAAS, pois neste dispositivo serdo
gerados os atomos gasosos no estado fundamental que irdo absorver a radiagdo de
comprimento de onda caracteristico proveniente da fonte de radiagdo dada pela lampada de
catodo oco e, conseqiientemente, a concentragdo do elemento de interesse sera
determinada.”*

No nebulizador, operando pela acdo de fluxo de gas comprimido, a solucdo da
amostra ¢ aspirada do seu recipiente e nebulizada na forma de um aerossol (goticulas
dispersas em gas) por uma pérola de vidro em uma camara de nebulizacdo. Essa névoa
formada ¢ direcionada ao queimador por arraste dado pela mistura dos gases combustivel e

oxidante. No ambiente da chama ocorre a evaporacdo do solvente das goticulas, etapa
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denominada dessolvatacdo, produzindo em seguida, um aerossol seco (suspensdo de
particulas solidas ou fundidas do soluto). Sob elevadas temperaturas da chama, ocorre a
volatilizagdo destas particulas e logo em seguida, a atomizagdo, isto €, a conversdo da
espécie volatilizada em atomos livres. Entdo, os atomos da nuvem atomica que se encontram
no estado fundamental estdo aptos para absorverem a energia dada pela fonte de radiagdo em
um comprimento de onda especifico e assim, gerarem ions ou moléculas no estado
excitado.”

Assim, por diferenca do que esta sendo emitido pela lampada de catodo oco e do que
estd sendo captado dessa radiagdo pela fotocélula do detector tem-se o quanto da radiagdo
foi absorvida pela nuvem atomica. Portanto o equipamento, ap6s amplificar o sinal e
transformar o sinal térmico em sinal elétrico, fornece o resultado em absorbancia ¢ a
concentragio, em mg L. No entanto, salienta-se que isso somente ¢ possivel se ja tiver sido

. o . . . 24,2
feita uma curva analitica, pois o equipamento é um comparador.***’

A Figura 1 mostra
um esquema de um espectrometro de absor¢do atdmica com chama e seus principais

componente ¢ a Figura 2 mostra a representacdo do feixe de radia¢do eletromagnética da

fonte até o sistema detector e a Figura 3 mostra no detalhe, a chama do espectrémetro.”

detector

Conjunto monocromador

Combustivel

amostra

dreno

Figura 1. Espectrometro de Absor¢ao Atomica em Chama e seus componentes.
Fonte: Krug, F.J. / CENA - USP
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Fonte Queimador Monocromador Detector

Figura 2. Representacdo do caminho da radiagdo eletromagnética.

Pela ilustragdao acima, podemos observar a radiagdo que chega até o sistema detector
com diminui¢ao de intensidade I e a quantidade de radiagdo absorvida pelos atomos do
analito na nuvem atomica ¢ determinada pela comparacao entre os valores de I e lo. A
diferenca de intensidade entre I e Io corresponde a concentragdo do analito dentro da

amostra. 23.24

Figura 3. Chama do Espectrometro de Absor¢ao Atomica.
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A chama tem a finalidade de transformar ions e moléculas em 4tomos no estado
fundamental. O tipo de chama mais utilizado em AAS ¢ a mistura ar/acetileno (Figura 3),
numa propor¢ao relativamente elevada de oxidante em relagdo ao combustivel (chama azul),

. . ~ ’ r1: 2
a chama apresenta temperatura mais alta, o que favorece a atomizagio do ion metalico.”’

1.3.2. Espectrometria de absorc¢éo atdomica em forno de grafite

Nas determinagdes por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite, a
amostra ¢ introduzida por uma micropipeta ou um amostrador automatico no tubo de grafite
através de um orificio no tubo. A amostra pode ser injetada no tubo caindo diretamente em
sua parede ou sobre uma plataforma de L’vov presente na parte inferior do tubo. Dentre as
diferentes configuracdes de tubos de grafite, a THGA (Transversely-Heated Graphite
Atomizer) ¢ uma das mais utilizadas, pois permite uma distribui¢do uniforme da temperatura
ao longo do tubo de grafite, reduzindo eventuais condensagdes nas extremidades do tubo, o
que diminuiria a sensibilidade. A GFAAS permite a utilizagdo de um programa de
aquecimento, pré-definido, que submete a amostra injetada no tubo de grafite a diferentes
ciclos de temperatura e tempo. As cinco etapas bésicas de aquecimento do tubo sdo: 2*-°
SECAGEM: etapa de eliminagdo do solvente, que ¢ evaporado lentamente da

amostra para evitar respingos e conseqiiente perda do analito, restando apenas os residuos

solidos (Figura 4).
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Gas de
protecao

Figura 4. Etapa de secagem da amostras no programa
de aquecimento para determinacao em GFAAS.

PIROLISE: nesta etapa a temperatura e o tempo de pirdlise devem ser ajustados para
remog¢ao da maior parte da matriz organica da amostra, reduzindo a interferéncia quimica e
o sinal de fundo. Geralmente modificadores quimicos sdo utilizados para estabilizar o
analito a temperaturas mais altas, garantindo a eliminagdo da matriz sem perda do analito

(Figura 5).

Gas de protecdo

Remocao da matriz

interferente sem
perda do analito
(450-1600°C)

Figura 5. Etapa de pirdlise da amostras no programa
de aquecimento para determinagdo de em GFAAS.

ATOMIZACAO: etapa em que a temperatura deve ser alta o suficiente para garantir
a completa e rapida atomizacao do analito, formando a nuvem atdémica para a conseqiiente

medida da radiag¢ao absorvida pelo analito no estado fundamental (Figura 6).
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irada do gas ot Parada do gas
de protecdo decomposto'§ de protecdo

Tatomizaqﬁo: 1400-2600°C

Figura 6. Etapa de atomizag¢ao da amostras no programa de
aquecimento para determinagdo em por GFAAS.

LIMPEZA: etapa para eliminar qualquer residuo que possa ter ficado no tubo e
posteriores efeitos de memoria, onde as temperaturas sao elevadas a 2400-2550°C por um

curto periodo de tempo.

RESFRIAMENTO: retorna a temperatura ambiente para introducdo de uma nova

amostra .

Secagem
-+~ Pirdlise

| | Parada do gés de protecio
-5~ Atomizacdo

-+ Limpeza
-+ Resfriamento

Temperatura °C

Figura 7. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizagdo de
um analito na espectrometria de absorc¢ao atdmica em forno de grafite (GFAAS).
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Durante todo o programa de aquecimento, um fluxo externo de argénio (gas inerte)
passa ao redor do tubo protegendo-o do excessivo desgaste devido as elevadas temperaturas
e o contato com o oxigénio atmosférico. Ao mesmo tempo, um fluxo interno de argonio,
exceto na etapa de atomizacgao, auxilia na elimina¢do do ar e dos vapores formados a partir
da volatilizacdo das amostras. A Figura 7 mostra um exemplo de um programa de
aquecimento com as cinco etapas envolvidas no processo de atomizacdo do analito
metalico.”

Uma grande vantagem da espectrometria de absorcao atomica em forno de grafite
consiste na analise direta de amostras solidas e/ou suspensdes, eliminando a etapa de
digestdo acida, o que reduz o tempo de andlise, o custo e a contaminagdo, além de
minimizar, consideravelmente, a exposi¢do de analista a manipulacio de dacidos
concentrados. Além disso, a GFAAS apresenta outras vantagens devido a sua versatilidade,
como, acao do atomizador como reator quimico, obten¢do de excelentes limites de deteccao,
separacao do analito da matriz no reator, utilizagdo de pequenos volumes de amostra, carater
multielementar, rapidez, espectro simples etc.*>°

Entretanto, apesar de ser uma técnica bem desenvolvia e robusta, a susceptibilidade a
efeitos de matriz, que pode diminuir a sensibilidade ou provocar excessivo desgaste do tubo,
limita uma aplicagdo mais ampla desta técnica em analises de rotina. Além dos erros
sistematicos e aleatérios que podem prejudicar a exatidao e precisao dos resultados e o
desempenho de método analitico em questdo. Porém, estando todos os parametros
instrumentais devidamente otimizados e se o conceito STPF (Stabilized Temperature
Platform Furnace) for adotado, o desempenho analitico da técnica pode ser melhorado. O

conceito STPF consiste no uso de tubos de grafite com aquecimento transversal, recoberto

piroliticamente e com plataforma; uso de modificadores quimicos; aquecimento rapido;
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fluxo de gas interno interrompido durante a atomizagdo; sinal analitico em absorbancia
integrada; rapido processamento do sinal e corretor de fundo eficiente (Zeeman).>**

Os erros resultantes de alteragdes nas varidveis instrumentais e/ou operacionais
podem ser reduzidos através da padronizagdo interna em GFAAS, minimizando erros
sistematicos e corrigindo efeitos de matriz. Os métodos de adigdo de padriao e de
compatibilizacdo de matriz sdo bem estabelecidos e conhecidos, porém, a adi¢do de padrao
demanda muito tempo nas determinacdes quando comparada com a calibracdo externa e a
compatibilizacdo de matriz requer diluentes de elevada pureza e de composicdo quimica
similar a matriz, o que ¢ de dificil obtengcdo. Sendo assim, a padronizacao interna ¢ uma
alternativa para esses dois métodos de calibragdo, onde os calculos sdo feitos baseados na
suposicao de que tanto o analito quanto o padrao interno apresentam influéncia similar a da
matriz € que ambos sdo perturbados da mesma forma pelas condigdes instrumentais ou

operacionais.*>~°

1.3.3. Determinacdo de minerais em amostras biologicas por espectrometria de

absorcéo atdmica em forno de grafite

A determinagdo de minerais em amostras bioldgicas (vegetais, sangue, fezes de
animais, alimentos, etc.) por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite
(GFAAS) proporciona diversas vantagens, como alta sensibilidade, limites de deteccdo em
niveis de ng Kg™', utilizagdo de pequenos volumes de amostra, determinagio de uma ampla
variedade de elementos tracos e considerando-se que o atomizador pode agir como um
reator quimico, tem-se a possibilidade de amostragem sélida, o que elimina a etapa de

decomposigio prévia total da amostra.”’
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A amostragem de solidos na forma de suspensdo apresenta vantagens sobre os
procedimentos de digestdo convencionais, como reducdo no tempo de preparo da amostra,
diminui¢do nas perdas do analito por manipulacdo excessiva ou retencdo sobre produtos
insoluveis, reducdo da possibilidade de contaminacdo da amostra e principalmente a
minimizacdo da a¢do de 4cidos perigosos ao analista.*® >

A pré-concentragao da amostra por evaporagdo do solvente, utilizando-se a queima
da matriz em mufla a 600 °C, é uma das formas utilizadas para aumentar a sensibilidade da
técnica de quantificagdo do analito, quando fatores de pré-concentracdo de 10 a 40 podem
ser obtidos. Este procedimento de pré-concentracdo ¢ utilizado principalmente na
determinac¢do de elementos trago em amostras de sangue.40

Quando se trabalha com amostragem de solidos na forma de suspensdes, a
homogeneidade da suspensao, a utilizacdo de agentes protetores e antiaglutinantes, tamanho
das particulas, utilizagdo de modificadores quimicos e de corretor de fundo adequados, sao
os principais fatores para se conseguir uma boa exatidio e precisio nas medidas analiticas.”’

A determinacao de elementos volateis em amostras de solos e sedimentos tem sido
feita utilizando-se suspensdes dessas matrizes. Suspensdes com da ordem de 0,5 a 3 % (m/v)
em acido fluoridrico, com inje¢ao de 1% (m/v) de Ni como modificador quimico, possibilita
a determinacgdo de selénio nessas amostras, eliminando-se assim a etapa de extragdo/digestao
manual que envolve a utiliza¢do de reagentes perigosos.*

Determinacdes de Pb, Se ¢ Cd em suspensdes de alimentos para bebés por GFAAS,
podem ser feitas em meio de Triton X-100 0,1 % (m/v), H,O; 30% (v/v) e HNOs 1 % (v/v).
Os modificadores de matriz mais eficientes neste método sdao: Ni 0,5 % (m/v) para selénio,

Ni + NH4H,PO4 1 % (m/v) para cadmio e NH4H,PO4 1 % (m/v) para chumbo. A calibragao
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do equipamento pode ser feita utilizando-se padrdes aquosos para selénio € chumbo, para
cadmio deve-se utilizar o método da adicdo de analito.”

Nas ultimas décadas diversos trabalhos tém destacado a importancia da utilizagao de
modificadores quimicos adequados nas determinagdes de metais tracos por GFAAS, tanto
em amostras liquidas como em suspensao. O uso do modificador nessas determinagdes, visa
obter uma temperatura de pirdlise o mais elevada possivel ao analito, para garantir a
remoc¢do da matriz com eficiéncia. De uma maneira geral, temperaturas a partir de1000 °C
tém se mostrados suficientes para a pirélise total da matriz. **

Modificadores quimicos como niquel e palddio estdo entre os mais utilizados em
determinagdes de elementos tragos por GFAAS. A mistura desses modificadores estabiliza
elementos volateis, como o selénio, permitindo a utilizacao de temperaturas de pirdlise da
ordem de 1000°C, permitindo assim a elimina¢do quase que total dos componentes da
matriz.**

A utilizacao de niquel e cobre e a mistura de cobre com nitratos de ferro e magnésio,
tem-se mostrado eficiente na estabilizacdo de diferentes espécies quimicas de selénio para
posterior determinagdo desse analito por GFAAS. A mistura de cobre com nitrato de
magnésio apresenta-se como melhor modificador, quando comparado ao niquel. Essa
mistura de modificadores, proporciona melhor sensibilidade e estabilizacdo do selénio em
seus trés estados de oxidacdo até 1100 °C.*

O paladio quando misturado com nitrato de magnésio, proporciona a estabilidade
térmica de cerca de 21 elementos a altas temperaturas, eliminando a maior parte dos
componentes de varias matrizes. Essa mistura ¢ considerada como modificador quimico

1.43

universal.” Essa mistura de modificadores, destaca-se principalmente na determinagao de

elementos volateis (Ex. arsénio, selénio), presentes na forma de tragos em amostras de agua
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mineralizadas utilizadas na medicina. O uso desses modificadores eliminou principalmente a
alta absor¢ao de fundo causada pela grande concentragdao de sddio presente nessas amostras
e da contaminagao do tubo de grafite devido a alta concentragao de sulfato.*®

A mistura de cloreto paladio com cloreto de cadmio, permite a determinacdo de
elementos volateis, como selénio, em amostras de aerodispersoides (Ex. fuligem de carvao)
por GFAAS. Essa mistura de modificadores permite a remocdo dos concomitantes da
matriz, e elimina a interferéncia do ferro, elemento comum presente nesse tipo de amostra.*’

A utilizagcdo de compostos organicos como modificadores quimicos, como a glicose,
tem sido proposta para determinacdo de antimonio e selénio em suspensdes de amostras
biologicas por GFAAS. Misturas da amostra com a glicose nas proporcdes 0,001 (m/v) e 2%
(m/v), permite a estabilizagdo térmica do selénio e antiménio até 1300 °C. A interferéncia
espectral causada pela presenga de fosfato, principalmente em relagdo ao selénio, ¢ bastante
minimizada.®® Outra mistura alternativa de modificadores utilizada na determinagio de
selénio, ¢ a de platina com niquel. O uso desse modificador na determinagdo direta de
selénio em amostras de sucos de frutas silvestres por GFAAS, permite a eliminagdo de
interferéncias espectrais causadas principalmente por potassio, fosfato e calcio.*

Um método alternativo para determinacao direta de elementos volateis em amostras
biologicas por GFAAS, consiste na diluicdo da amostra em solu¢do 10% de aminas
terciarias ¢ a adi¢do de nitrato de paladio como modificador quimico. Nessas condicoes,
consegue-se diminuir o tempo de analise, o consumo de reagentes, o risco de contaminagao
e a sensibilidade aumenta significativamente, principalmente para elementos como o
selénio.””

De uma maneira geral, a utilizagdo de paladio como modificador de matriz, mais

especificamente de nitrato de palddio, tem se mostrado mais eficiente. Mesmo em
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determinagdes de suspensdes de amostras biologicas, esse modificador proporciona na
quantificagdo de diversos elementos, principalmente os volateis como selénio, arsénio e
antimonio, melhor estabilidade térmica e do perfil do sinal transiente, melhor exatidao e
precisdo, além ¢é claro do aumento significativo da sensibilidade.’’>*A capacidade do
paladio em estabilizar elementos, como o selénio, em elevadas temperaturas de pirolise, esta
relacionada a formagdo de um composto intermetalico, que mantém o elemento estavel

termicamente em temperaturas superiores a 900 °C >4

1.4. Fundamentos do processo de extracdo por ultra-som

Ultra-sons sdo ondas mecanicas que se propagam através de qualquer meio material
com freqiiéncia maior que 20 kHz. Os ultra-sons respondem por uma regido do espectro
acustico, o qual ¢ subdividido em trés regides principais — a faixa do infra-sons (v <20 Hz);
a faixa sons (20 Hz < v <20 kHz), perceptiveis aos humanos e a faixa dos ultra-sons (v > 20
kHz). Para os ultra-sons pode ser assumida, ainda, uma subdivisdo de faixas: a dos ultra-
sons de baixa freqiiéncia (20 kHz < v < 1 MHz) e de alta freqiiéncia (v > 1 MHz). As ondas
ultra-sonicas de baixas freqiiéncias sdo aquelas que podem apresentar alta poténcia,
enquanto que as ondas ultra-sonicas de alta freqiiéncia tém baixa poténcia, podendo ser
aplicadas principalmente para fins de diagnostico, tanto na medicina como na engenharia.
Na extragdo de nutrientes metalicos sao utilizadas ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia (
portanto de alta poténcia), que levam a alteragdes quimicas e fisicas no meio liquido onde
sdo aplicadas.”®®

Geradores de ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia sdo comumente empregados

em laboratorios de quimica e de biologia, seja para a limpeza de materiais ou para o
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rompimento das paredes celulares. Esses equipamentos usualmente empregam a sonda ultra-

sonica.’’

1.4.1. Atuacédo das ondas de ultra-som no meio liquido

Em meio liquido, as ondas ultra-sonicas de alta poténcia produzem intensas e
sucessivas ondas de compressdao e rarefacdo, no qual, dependendo da viscosidade, pode
ocorrer o surgimento de cavidades de dimensdes microscopicas. A ocorréncia de gases e
vapores no meio irradiado faz com que moléculas dos gases e vapores migrem para o
interior das cavidades. Nos sucessivos ciclos de compressdo e rarefacao, as dimensoes da
cavidade vao aumentando, até que seja atingido um didmetro critico, quando esta finalmente
sofre colapso.”®

Os resultados obtidos em diferentes ensaios realizados com sistemas heterogéneos
(liquido-s6lido) sob sonificacdo indicaram que os efeitos dessas ondas acusticas nao
deveriam ser considerados como um mero ¢ eficaz sistema de agitacdo, mas sim,
relacionados aos jatos de alta velocidade produzidos pela cavitagdo acustica nas
proximidades das superficies dos metais ja que essas ondas mecanicas, ao interagirem com a
superficie de solidos, levam a alteragdes significativas na morfologia das superficies dos
solidos. Caso os ultra-sons sejam aplicados em liquidos contendo material particulado em
suspensao, as cavidades deixam de ser simétricas de forma que, quando de seu colapso, os
microjatos sdo direcionados para o sélido.”’

Porém, a energia resultante da agdo direta dos ultra-sons ndo seria capaz de provocar
efeitos como aqueles observados durante a sonificacdo, como o rompimento de ligagdes

inter e intramoleculares. Estudos realizados com liquidos puros e solugdes aquosas
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demonstraram outras potencialidades da aplicacdo da energia actstica.”” A influéncia dos
ultra-sons no aumento da reatividade quimica ¢ devido as evidéncias acumuladas sobre os
efeitos provocados por estas ondas em sistemas quimicos. A principal causa desses efeitos ¢
a cavitacdo que pode ser considerada como o ciclo de formagdo, crescimento e colapso de
bolhas micrométricas durante a sonificagdo. Com os colapsos das bolhas de cavitagdao ocorre
a liberacao de grande quantidade de energia para o meio, proporcionando o aumento da
temperatura e da pressio na microrregido onde ocorreu o colapso.’®>*%

As ondas de ultra-sons tém sido empregadas em diferentes etapas para diversos fins
analiticos, como por exemplo: extracao solido-liquido; extracdo liquido-liquido; separacao
granulométrica; desgaseificagdo; degradagdo de matéria organica; co-precipitacdo e geracao

de reagentes.”®”"

1.4.2 Ultra-sons no preparo de amostras e tratamento de efluentes

A energia liberada durante a cavita¢do acustica fornece excelentes perspectivas para
0 preparo e/ou tratamento de amostras e para a descontaminacao de efluentes. No preparo de
amostras, o colapso das microbolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de
materiais solidos, bem como a dissolucdo destes. No tratamento de efluentes, as elevadas
temperaturas e pressdes proporcionam a degradacdo térmica de espécies organicas
contaminantes, levando a completa mineraliza¢do das espécies para tempos prolongados de
sonificagdo.®"*
As modificagdes fisicas e quimicas resultantes da cavitagdo acuUstica tém

impulsionado novas estratégias de preparo de amostras e, em sistemas heterogéneos, o

tratamento ¢ favorecido por alguns fendmenos como: producao de emulsdo nas interfaces de



24

sistemas liquido-liquido; lixiviagdo na superficie em sistemas solido-liquido; erosao,
fragmentacdo e aumento da area superficial de particulas solidas em decorréncia das ondas
de choque originadas da implosdo das microbolhas e diminuicdo do gradiente de
concentracdo pelo aumento do transporte de massa ocasionado pela turbuléncia e
microjatos.®%*

A redugao do tamanho de particula ¢ um dos beneficios mais notérios da sonificacao
nos procedimentos de lixiviagdo e dissolucdo. Isso porque, muitas reagdes sao limitadas pela
area superficial efetiva exposta aos reagentes, resultando em perdas de reprodutibilidade e
rendimento da extracao do analito. A ruptura das particulas e o consequente aumento da area
superficial sao provocados pelo colapso de microbolhas nos intersticios do sélido ou pelos
violentos choques entre particulas que chegam a alcancar velocidade superior a 500 m s,
promovendo até a fusdo de fragmentos metélicos. Por outro lado, bolhas formadas nas
proximidades das particulas tornam-se assimétricas e, ao implodirem, originam microjatos
de liquido com velocidade superior a 100 m s™. Estes jatos sdo sempre direcionados para a
superficie do solido, resultando na erosdo e, consequentemente, na renovacao da superficie,
aumentando a reatividade entre solvente ¢ amostra.®

A principal vantagem do ultra-som em extragdes reside na diminui¢ao do tempo de
processamento e na utilizacdo de solugdes diluidas de acidos minerais. Caso as
determinagdes sejam conduzidas para a obtencao da quantidade total do analito, eventuais
modificagdes na forma original do ion metalico ndo sdo consideradas, ja que a eficiéncia de
extracao de ions metalicos depende da matriz, natureza e concentragao da espécie extratora.

Pérez-Cid et al. empregaram o ultra-som para extrair sequencialmente Cu, Cr, Ni, Pb
e Zn em diferentes fracdes de lodo obtidas de estacdes de tratamento de efluentes,

conseguindo uma diminui¢do do tempo de extra¢io de 51 h para 22 min.*
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Entre as varias outras aplicagdes dos ultra-sons para as determinacdes de metais,
destacam-se a formagdo de suspensdes para analise direta em solidos, descontaminagao de
recipientes para armazenamento de amostras e favorecimento cinético de reagdes de
complexacdo. Nestas situagdes, a integridade e identidade das espécies de interesse foram
mantidas seguindo o critério de rastreabilidade.®’

No ambito da protecdo ambiental, a energia ultra-sonica apresenta efeitos
interessantes para o tratamento de aguas e efluentes aquosos, j4 que leva a destruicdo de
microorganismos patogénicos € promove a degradagdo térmica de diferentes classes de
poluentes. Adicionalmente, a eficacia do ultra-som na descontaminagdo de efluentes quanto
a presenca de microorganismos ¢ atribuida a ruptura das células microbianas, ocasionando o
escoamento do liquido citoplasmatico.®®

A aplicagdo de formas ndo usuais de energia, como as oriundas de ultra-sons de
baixa freqiiéncia e alta poténcia, para assistir procedimentos de analise quimica devem ser
consideradas como promissoras. A energia liberada durante a cavitagdo acustica fornece
excelentes perspectivas para o preparo de amostras, bem como para algumas etapas
acessorias ao processamento analitico, como podem ser considerados a geracao de reagentes

e o tratamento de residuos de analises quimicas.®""’



26

2. Objetivos

O trabalho de pesquisa teve como objetivo otimizar um método de extracdo por
ultra-sonificagdo de cobre, manganés e selénio de amostras de polpa de abdbora, de
beterraba, de cenoura e de folhas de couve de culturas convencionais e organicas
certificadas para posterior determinagdo por espectrometria de absor¢do atomica em forno

de grafite.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes, solucdes de referéncia e amostras

Agua deionizada de alta pureza (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo
PURELAB Ultra Ionic, 4cido nitrico e cloridrico (Merck) de pureza analitica e/ou
suprapuros foram utilizados em todo o trabalho. As solugdes estoque dos analitos e dos
concomitantes foram preparadas por dilui¢cdes de padrdes Titrisol Merck.

As demais solugdes, incluindo as solugdes extratoras padrdes foram preparadas a
partir de reagentes de grau analitico. Todas as solugdes foram estocadas em frascos de

polipropileno.

3.2. Equipamentos

Foram utilizados equipamentos comuns a um laboratorio de quimica analitica:
(pHmetro, balancas analitica (Mettler AE-100), agitador magnético, bomba de vacuo,
centrifuga, banho-maria).

Além dos equipamentos citados, seguintes equipamentos especificos foram
utilizados: forno de microondas PROVECTO ANALITICA (Campinas-SP) modelo DGT
100 plus, espectrometro de absor¢do atdmica SHIMADZU modelo AA-6800, moinho
criogénico SPEX — FREEZER modelo 6750, desruptor de célula ultra-sonica UNIQUE

modelo USC-DC e estufa de circulacao forcada de ar TECNAL modelo TE-394/1.
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3.3. Preparo e obtencao das amostras

Os vegetais foram obtidos de produtores convencionais da regidao de Botucatu/SP e
de produtores organicos certificados (Instituto Biodindmico - IBD), também da regido de
Botucatu/SP (Latitude 22°53 09”sul e 48°26 42” longitude oeste).

As amostras foram coletadas no periodo da manha, sendo levadas ao laboratorio,
lavadas para retirada de residuos e posteriormente preparadas para as analises. Foi feito um
total de seis amostragens em diferentes plantas, da seguinte forma: Amostras de abdbora —
foram coletados frutos de seis plantas diferentes; Amostras de beterraba — foram coletados
raiz de seis plantas de canteiros diferentes; amostras de cenoura — foram coletadas raiz de
seis plantas diferentes; amostras de couve - foram coletados folhas de seis plantas diferentes.

As amostras dos vegetais (polpa de abdbora, de beterraba, de cenoura e folhas de
couve) foram desidratadas a 50°C em estufa de circulagdo forgada de ar, até peso constante e
moidas inicialmente em moinho de facas. Em seguida, essas amostras foram submetidas a
moagem utilizando almofariz e pistilo na presenca de nitrogénio liquido. Apds este
tratamento, as amostras apresentaram granulometria menor que 60 um, sendo entdo

. . - . . - . 1.72
submetidas aos processos de ultra-sonifica¢io e/ou mineralizagdo por microondas.”"”’

3.3.1. Mineralizacdo das amostras em forno de microondas

Aproximadamente 100 mg de polpa e/ou folhas dos vegetais, tratados conforme
descrito em 3.3., foram transferidas diretamente para os frascos de teflon do forno de

microondas, adicionando-se em seguida 2,50 mL de &cido nitrico 14 mol L'e 0,50 mL de
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perdxido de hidrogénio 30% m/m. O programa de aquecimento utilizado foi o descrito no

manual do fabricante do equipamento com algumas modificacdes.”" "

3.3.2. Extracéao dos analitos por ultra-sonificagéo

ApOs a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg de amostra e 10 mL
de solucdo de 4cido cloridrico 0,10 mol L' foram transferidas para frascos de teflon de 25
mL. A mistura amostra/solucao foi entdo submetida a agitagdao por ultra-som para extragao
dos analitos. Adotando este procedimento foram avaliados diferentes tempos de sonificacao
e poténcias do ultra-som no processo de extracdo dos analitos. Os extratos obtidos foram
separados da fase solida remanescente por centrifugacao, para posterior determinagdo da

concentragao dos analitos.

3.4. Determinacéo dos analitos nas amostras de vegetais

As determinagdes de cobre, manganés e selénio foram feitas por espectrometria de
absor¢ao atomica em forno de grafite (GFAAS), utilizando solu¢des padrao de pureza
espectroscopica no preparo das curvas analiticas. Foi utilizado espectrometro de absorcao
atomica SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absor¢do de fundo com
lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma
integrada e amostrador automatico ASC-6400. Foi utilizada lampadas de catodo oco de
cobre (comprimento de onda = 324,7 nm), manganés (comprimento de onda = 275,9 nm) e
selénio (comprimento de onda = 190,0 nm), operadas com 23 mA de corrente e utilizou-se

resolucao espectral de 0,5 nm. Argonio foi utilizado como gés inerte, mantendo-se um fluxo
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constante de 3 L min" durante todo o programa de aquecimento, exceto na etapa de
atomizacdo, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Foram otimizados programas de
aquecimento ¢ modificadores quimicos para conseguir o maximo de eficiéncia nas etapas de
pir6lise e na atomizacao dos analitos. As leituras de absorbancia foram feitas por area de

. 7376
pico.

3.4.1. Preparo do tubo de grafite

Os tubos de grafite pirolitico com plataforma integrada utilizados nas determinagdes
dos analitos tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio metalico. Para isso,
aliquotas de 50 pL de solugdo contendo 1000 mg L™ do modificador tungstato de sodio
foram injetadas dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido as etapas do

programa de aquecimento descrito na Tabela 2.7 Esse procedimento foi repetido 5 vezes.

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado para o recobrimento da parede interna do tubo

de grafite com carbeto de tungsténio.

Etapa Temperatura Estagios Fluxo de Argonio
() Rampa (s) Aquecimento (L min")
(s)
1 110 5 25 0,30
2 150 10 25 0,30
3 600 10 20 0,30
4 1200 10 20 0,30
5 2000 3 2 0,30
6 2200 0 5 0,30
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3.4.2. Preparo das curvas analiticas

As curvas analiticas foram preparadas por diluicdo feitas diretamente pelo
amostrador automatico do espectrometro de absor¢do atomica. Para isso, volumes de 4, 6, 8,
10 e 12 pL de solugdo estoque contendo 20 pg L™ de cobre e manganés e 40 pg L' de
selénio, juntamente com 5 pL de solu¢do a 20 mg L' de Pd(II), foram injetadas pela pipeta
do autoamostrador diretamente para dentro do tubo de grafite recoberto com carbeto de
tungsténio. Utilizando esse procedimento, foram obtidas curvas analiticas nas concentragdes

4 a 12 pg L™ para o cobre e manganés e de 8 a 24 pg L™ para o selénio.

3.4.3. Preparo das amostras

Apo6s os procedimentos de extracdo dos analitos por ultra-som, 250 puL dos extratos
acidos dos vegetais, foram transferidas diretamente para os copos do autoamostrador do
espectrometro de absor¢do atomica e em seguida foram adicionados 10 pL de solugdao 500
mg L de Pd(II) e 740 pL de 4gua ultrapura. As solucdes das amostras foram em seguida

agitadas por sonificagio (com poténcia de 136 W) durante 20 segundos.”

3.4.4. Procedimentos analiticos

ApOs a etapa de preparo das amostras, um volume de 20 pL de solucao de amostra
foi injetado para dentro do tubo de grafite pela micro pipeta do autoamostrador. As medidas
foram feitas com cinco repeticdes. No programa de aquecimento do tubo de grafite,
inicialmente foi fixada a temperatura de atomizagdo (T,), variando-se a temperatura de

pirdlise (Tp) em intervalos de 100 °C. Depois de fixada a Tp Otima, variou-se a T, nos
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mesmos intervalos. O programa de aquecimento utilizado nesses estudos encontra-se

descrito na Tabela 3.7>7¢

Tabela 3. Programa de aquecimento utilizado na otimizagdo das temperaturas de pirdlise e

atomizacao do selénio.

Temperatura Estagios Fluxo de Argonio
(°C) , (L min™")
Etapas Rampa  Aquecimento
(s) (s)
Secagem 90 10 0 1
Secagem 150 10 5 1
Secagem 250 10 5 1
Pir6lise* 10 20 1
Atomizacao* 1 5 0 (leitura)
Limpeza 2800 5 0 1

*Variavel

3.4.5. Avaliacdo da exatidao e precisdo dos métodos de extracao

A exatiddo e precisdo do método de extragdo por ultra-som foram avaliadas por
determinagdes dos analitos em amostra de padrdo certificado Corn Bran RM 8433 do
National Institute of Standards & Technology e também por comparagdo com os resultados
obtidos nas determinagdes das amostras de vegetais utilizando mineralizagdo prévia em

. 1-75
forno de microondas.””’
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4. Resultados e Discussao

4.1. Otimizagé&o do tempo de sonificagéo

A eficiéncia do processo de extracdo por ultra-som dos analitos nas amostras de
vegetais foi avaliada variando-se o tempo de extrag@o e a poténcia ultra-sonica. Na etapa de
moagem da amostra procurou-se obter a menor granulometria possivel, o que favorece a
homogeneidade do analito no material solido e evita possiveis erros associados a
representatividade da amostra. Nessa etapa também foi evitada a manipulagdo excessiva das
amostras, procurando-se assim evitar possiveis fontes de contaminagdo. Conforme ja
discutido na literatura, as ondas ultra-sonicas promovem a extra¢do dos analitos da matriz
devido a atuacdo destas sobre as moléculas organicas presentes na amostra, destruindo-as e

77 Dessa forma,

provocando a quebra da ligacdo do metal com essas moléculas
inicialmente foram feitos experimentos de otimiza¢do do tempo de sonificacdo no processo
de extracdo dos analitos das amostras, utilizando-se extratos obtidos das amostras de polpa
de abdbora de cultura organica. O principal objetivo nesses experimentos foi padronizar um
tempo Otimo de extragdo para ser entdo utilizado nos demais experimentos, medindo-se o
sinal de absorbancia nessas amostras, até que se observasse uma estabilizagcdo nos valores de
absorbancia.

A principio, considerou-se que as amostras em termos de efeito de matriz sdo
semelhantes, e assim, poder-se-ia utilizar at¢ mesmo uma Unica amostra de vegetal para se

determinar o tempo 6timo de extracdo. A Figura 8 mostra os resultados obtidos nesses

experimentos.



34

0.16

0.14

Manganés
@

0.12- *
[ ]

4 ]
0.10 07 Cobre

0.08

0.06—: ) /

0044 «—
A/

Absorbancia

Selénio

A A

0.02 - A—

0- OO I v I v I i I v T ! I
10 20 30 40 50 60

Tempo de sonificacéo (s)

Figura 8. Influéncia do tempo de sonificacdo no processo de extragdo de cobre, manganés e
selénio de amostra de polpa de abobora. Condigdes Experimentais: Tempo de Sonificagdo —
5 ciclos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 s; Poténcia utilizada — 136 W; Solucio Extratora — Acido

cloridrico 0,10 mol L

O aumento do tempo de sonificacdo provoca o aumento da temperatura do meio
extrator. Normalmente, observa-se que numa temperatura em torno de 50°C, a eficiéncia de
extragdo ¢ favorecida devido ao aumento do niimero de nucleos de cavitagdo actstica
formada nas proximidades da superficie da fase solida da suspensdo (sistema solido-

81-83

liquido). No entanto, quando a temperatura do meio extrator se aproxima da temperatura

de ebuli¢do da fase liquida, ocorre um decréscimo na eficiéncia da sonificagdo devido a
diminui¢do da tensdo superficial do meio e aumento da pressdo de vapor dentro das

84,85

microbolhas, o que provoca uma diminui¢ao nas ondas de choque. Existe, dessa forma,

um tempo considerado 6timo de sonificacdo no processo de extragdo de metais de uma
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amostra solida. Nesse tempo ocorre a cavitagdo acustica, ou o ciclo de formagao,
crescimento, € colapso das microbolhas formadas pela propagagdo das ondas. Apos o
colapso das bolhas de cavitacdao, ocorre a liberacdo de grande quantidade de energia na
microrregido proxima da superficie da fase sélida, provocando assim extragdo do ion
metalico e em alguns casos até a dissolucio do material s6lido.**® Analisando-se os
graficos apresentados na Figura 8, observa-se que a partir de 5 ciclos de 40 segundos de
agitacdo ultra-sonica (3,30 minutos), os sinais de absorbancia medidos por GFAAS,
permaneceram praticamente constantes e a temperatura medida no sistema sélido-liquido foi
de 62°C. Dessa forma, este tempo foi considerado eficiente no processo de extra¢do do

cobre, manganés e do selénio.

4.2. Otimizacéo da poténcia do ultra-som

A intensidade do ultra-som transmitida ao meio estd diretamente relacionada a
amplitude da vibragdo da ponta do sonotrodo que estd em contato com a suspensdo amostra
solido/extrator.”®""*%2 Geralmente, um aumento na intensidade da poténcia favorecera um
aumento nos efeitos quimicos provocados pela sonificagdo. Quando se utiliza amplitude
vibracional muito elevada, um grande nimero de bolhas de cavitacdo sdo geradas na
solug¢do, o que pode desfavorecer o crescimento e o colapso dessas bolhas, tendo como
conseqiiéncia uma diminuicdo da energia liberada através da fase liquida. Com isso, o
processo de rompimento das ligacdes dos analitos com os concomitantes organicos e
inorganicos da matrix ¢ comprometido e, a extragdo desses para a fase liquida ndo ¢ eficaz.

Considerando esses efeitos, a influéncia da amplitude do ultra-som no processo de extragao
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dos analitos foi avaliada variando-se a escala 10-60% da poténcia total de trabalho (340 W).

Os resultados obtidos sao mostrados nos graficos apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Influéncia da poténcia de sonificagdo no processo de extragdo de cobre, manganés
e selénio de amostra de polpa de abdbora. Condi¢des Experimentais: Tempo de Sonificagao

- 5 ciclos de 40 s; Solugao Extratora — Acido cloridrico 0,10 mol L.

Para os trés analitos estudados, a eficiéncia da extracao conforme mostra a Figura 9,
aumenta com amplitude crescente de 34 a 136 W, permanecendo constante para os valores
mais elevados de amplitude. Os resultados obtidos indicaram, dessa forma, que a eficiéncia
maxima do processo de extracdo foi conseguida na escala de amplitude 136-272 W de
poténcia. Optou-se entdo por utilizar a amplitude de 136 W de poténcia em todos os demais
experimentos a serem desenvolvidos, pelo fato dessa poténcia provocar um menor aumento
de temperatura da solugdo extratora 62 °C, contra 76 e 84 °C para as amplitudes de 204 W e

272 W de poténcia.®*™
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4.3. Determinacgdes por GFAAS: Otimizacéo das condicOes experimentais

Curvas de pirolise e de atomizagdo foram feitas para se determinar as temperaturas
Otimas de pirolise e atomizagdo do cobre, manganés e selénio no extrato acido da amostra de
polpa de abodbora, utilizando-se tubo de grafite recoberto internamente com carbeto de
tungsténio. A influéncia das temperaturas de pirolise e atomizagao sobre a estabilidade dos
sinais de absorbancia obtidos para o cobre, manganés e selénio no extrato de amostra de

abdbora, ¢ mostrada nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10. Influéncia da temperatura de pirdlise dos concomitantes da amostra de extrato de

abdbora sobre a estabilidade dos sinais de absorbancia do cobre, manganés e selénio.
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Figura 11. Influéncia da temperatura de atomizagdo sobre a estabilidade dos sinais de

absorbancia do cobre, manganés e selénio na amostra de extrato de abdbora.

A temperatura de pirolise de 1300 °C foi escolhida, porque conforme mostra a Figura
10, os sinais de absorbancia obtidos para os trés analitos permanecem constantes a partir de
1000°C, sofrendo um rapido decréscimo a partir de 1300 °C. Todos os demais experimentos
foram feitos utilizando essa temperatura na etapa de pirdlise, porque até esse valor de
temperatura 0 manganés, o cobre e o selénio apresentam-se termicamente estavel. Em
relagdo a temperatura de atomizagao (Figura 11, observa-se que os sinais de absorbancia
obtidos para os analitos sdo constantes a partir de 2100 °C, considerando esse
comportamento, a temperatura de atomiza¢do de 2300°C foi selecionada para todos os

demais experimentos. O boa estabilidade térmica dos analitos obtida nesses experimentos
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demonstra a eficiéncia do modificador quimico Pd(II) co-injetado junto com a amostra e do

carbeto de tungsténio que atuou como modificador permanente.”>”"

4.3.1. Obtencéo das curvas analiticas

Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de pirolise e
atomizacao), foram preparadas curvas analiticas de cobre, manganés e selénio na faixa de
concentracdo de 2 - 20 pg L' (conforme descrito no item 2.6). As Figuras 12, 13 e 14

mostram as curvas analiticas obtidas com as suas respectivas equagdes de reta.
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Figura 12. Curva analitica obtida a partir de solu¢des padrdo aquosas contendo 4, 6, 8, 10 ¢

12 ug L' de manganés.
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Figura 13. Curva analitica obtida a partir de solu¢des padrao aquosas contendo 4, 6, 8, 10 ¢

12 pg L™ de cobre.
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Os valores obtidos nas leituras das absorbancias dos padrdes de cobre, manganés e
selénio (n=3) apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade (desvios padrdo relativo
menores que 2%), o que reforca a eficiéncia dos modificares quimicos, Pd(Il) e carbeto de
tungsténio, na estabilizacdo térmica dos analitos durante e etapa pirdlise e atomizacao do
programa de aquecimento utilizado. As massas caracteristicas calculadas em relacdo ao
padrdo de 10 pg L' de cobre e manganés e de 20 pg L' de selénio foram de 26, 23 e 45 pg
respectivamente. Os limite de detec¢do (LOD) e de quantificacio (LOQ), calculados
considerando o desvio padrdo de 20 leituras obtidas em relagdo ao branco das solugdes
padrdo e da inclinagdo da curva analitica (LOD = 3o/slope e LOQ = 10c/slope), foram
respectivamente 0,24 ¢ 0,79 pg L de cobre, 01,80 ¢ 0,59 pg L™ de manganés e 0,38 ¢ 0,92
ng L de selénio. O tempo de vida util do tubo de grafite foi equivalente a 626 queimas, o
que ¢ aceitavel quando comparada com outros métodos considerando-se a complexidade das
matrizes biologicas, a vida 1util do tubo obtida para o método proposto ¢ aceitavel quando

comparada com outros métodos descritos na literatura.”> ™"

4.4. Aplicacdo do método de extracdo proposto

ApoOs a otimizacdo dos parametros fisico-quimicos que influenciam o processo de
extracdo dos analitos das amostras de vegetais e da quantificacao destes por GFAAS, a
eficiéncia do método proposto foi avaliada na determinacdo de cobre, manganés e selénio
em amostras de polpa de abdbora, beterraba, cenoura e folhas couve. Para efeito de

comparacdo de resultados, foi feita também a determinagdo dos analitos utilizando-se



mineralizagdo das amostras em forno de microondas. Os resultados obtidos estdao

sumarizados nas Tabelas 4 ¢ 5.

Tabela 4. Concentrac¢do dos analitos nas amostras de polpas de abobora, beterraba, cenoura e

folhas de couve utilizando-se extragao por ultra-som (n = 3).

Amostras Cobre Manganés Selénio

(mg kg (mg kg™ (ngkg)
Abodbora Convencional 3,2240,06 2,10+0,03 244,00+3,20
Abobora Organica 4,1740,07 3,20+0,04 240,00+2,80
Beterraba Convencional 3,42+0,05 1,20+0,01 90,00+0,97
Beterraba Organica 4,1240,08 1,60£0,01 85,00+0,91
Cenoura Convencional 2,1740,02 3,40+0,05 120,00+1,23
Cenoura Organica 2,2540,02 3,8040,06 117,00£1,20
Couve Convencional 3,22+0,04 3,20+0,04 128,00+1,31
Couve Organica 3,44+0,05 4,1040,05 125,00+1,29

Tabela 5. Concentragdo dos analitos nas amostras de polpas de abobora, beterraba, cenoura e

folhas de couve utilizando-se mineralizagao em forno de microondas (n = 3).

Amostras Cobre Manganés Selénio

(mg kg™) (mg kg™) (ngke™)
Abobora Convencional 3,10£0,05 2,4340,04 247,0043,80
Abobora Organica 3,80+0,07 3,75%0,05 243,0043,12
Beterraba Convencional 3,6210,07 1,50+0,03 92,00£1,11
Beterraba Organica 4,4410,08 1,90+0,03 88,00+0,97
Cenoura Convencional 2,15+0,03 3,9040,06 122,00£1,31
Cenoura Orgénica 2,54+0,04 3,25+0,05 119,00+1,26
Couve Convencional 3,1540,05 3,4010,04 131,00+1,42
Couve Organica 3,55+0,06 4,50+0,06 128,00+1,33

Analisando-se os resultados referentes as determinagdes dos nutrientes metalicos
sumarizados nas Tabelas 4 e 5, observa-se que estes resultados obtidos utilizando extragao por

ultra-som estdo concordantes com os resultados obtidos utilizando-se a mineralizagdo das
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amostras em forno de microondas. Os valores calculados dos desvios padrao para todos os
resultados foram baixos, caracterizando desvios padrdo relativos menores que 2%, o que
comprova uma boa repetibilidade entre as medidas e conseqlientemente uma boa precisao dos
métodos utilizados. No entanto, deve-se destacar que a metodologia proposta (extragdo por
ultra-som), diminui consideravelmente o tempo de andlise, o que favorece a velocidade
analitica. A exatidao do método de extracdo foi avaliada determinando a concentracao dos
analitos em uma amostra de padrdo certificado Corn Bran, RM 8433 — National Institute of

Standards and Technology. Os resultados obtidos nessas determinacdes sao mostrados na

Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos nas determinagdes de cobre, manganés em selénio em

padrao certificado utilizando o método de extracao por ultra-som (n=3).

Nutrientes Valores determinados Valores certificados

Metalicos (mg kg’l) (mg kg’l)
Cobre 2,4340,03 2,47%0,40

Manganés 2,50+0,04 2,55+0,29
Selénio 0,042+0,001 0,045+0,008

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que além dos
valores apresentarem desvios-padrdo relativos menores que 2% para o cobre e manganés e
menor que 3% para o selénio, o que caracteriza uma boa repetibilidade e/ou precisdo entre as
medidas, também estdo bem proximos dos valores certificados, comprovando assim a exatidao

do método de extra¢do proposto.
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5. Conclusodes

O método proposto para determinacao de cobre, manganés e selénio em amostras de
vegetais utilizando-se extracdo por ultra-som mostrou-se equivalente ao método por
mineralizagcdo 4cida em forno de microondas. De uma forma geral, deve-se destacar que a
metodologia proposta diminui consideravelmente o tempo de andlise, o que favorece a
velocidade analitica. Além disso, os residuos toxicos gerados nos extratos acidos apds a
mineralizagdo das amostras em forno de microondas, ndo ocorrem no processo de extracao
por ultra-som porque se utiliza nesse processo volumes pequenos de solugdes acidas
diluidas. Observa-se também que ndo existe grande diferenca nas concentragdes dos
nutrientes metalicos entre o cultivar tradicional e organico. Esse comportamento pode ser
explicado, considerando que ambas as coletas foram feitas em regides de solo de mesma
caracteristica (Fazenda Demétria/Botucatu-SP). Pode-se entdo sugerir, com base nos
resultados obtidos, que o método de extragdo por ultra-som pode ser utilizado na extracao de
minerais de amostras bioldgicas para posterior determinagdo desses analitos em analises de

rotina feitas na area de nutricdo vegetal.
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6. Tratamento dos residuos quimicos

O método proposto para extragdo de nutrientes metalicos de amostras de vegetais
utilizando extracdo por ultra-som, se enquadra na tendéncia atual da quimica limpa, uma vez
que se trabalha com volumes muito pequenos de amostras ou solu¢des padrio para se fazer
uma determinacdo. No entanto, os residuos gerados, que foram basicamente solucdes acidas
de ions cobre, manganés e selénio, foram tratados utilizando-se procedimentos ja adotados
nos laboratérios do Departamento de Quimica e Bioquimica IB/UNESP-Botucatu, que
essencialmente consiste em: Residuos dos metais: descarte das solugdes em frascos
apropriados (bombas de 10 litros) contendo excesso de NaOH comercial. Com esse
tratamento consegue-se a precipitacdo da maior parte dos metais impactantes na forma de
oxidos/hidréxidos ou carbonatos. Os metais que ndo sdo precipitados nestas condigdes
ficardo retidos na massa de precipitados apos a evaporacdo do sobrenadante, considerando-
se que as bombas contendo os residuos tratados sdo armazenadas parcialmente fechadas para
possibilitar a evaporacao do sobrenadante, reduzindo o volume de residuo, como também os
riscos inerentes ao transporte até o local de destinagdo final. Os residuos metalicos, assim
tratados, foram encaminhados ao depodsito de residuos sélidos do campus, onde
permanecerao até¢ o encaminhamento para a empresa AMBICAMP-Campinas/Sao Paulo que

sera responsavel pela destinacao final dos residuos.
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