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RESUMO

O cromo € um contaminante inorganico que apresenta elevado impacto ao meio
ambiente e pode estar presente em algumas atividades antrépicas. Ha diversos métodos
para a determinagcdo deste metal em amostras ambientais utilizando técnicas
espectroanaliticas, porém, o emprego da espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) tem se mostrado bastante eficiente devido a
possibilidade de detec¢cdo em baixas concentragdes. No entanto, o estudo da remocgao
das interferéncias deve ser cautelosamente avaliado. Diferentes estratégias podem ser
empregadas para reduzir essas interferéncias, dentre elas: equagcbes matematicas de
correcéo e emprego da célula de colisdo. As principais interferéncias espectrais foram
analisadas empregando solug¢des de acido nitrico, agua-régia invertida e acido citrico em
diferentes concentragdes (1 - 5%) contendo concentragdes pré-estabelecidas do analito
(1,5 - 90 pg L") no modo padrdao sem corregbes e utilizando célula de colisdo com
discriminagdo por energia cinética (KED) com vazdes de gas hélio pré-definidas. Foi
otimizado um método unificado para a determinagcado de Cr em diferentes matrizes (agua,
tecido de peixe e solo), empregando materiais de referéncia certificados (MRC’s) de
agua (NIST1640a), tecido de peixe (DORM-4) e solo (NIST 2709a) onde foram avaliadas
as respostas no modo padrao sem corregdes; utilizando vazdes distintas de hélio na
célula de colisdo (1 - 5 mL min'); aplicando duas equagbes matematicas de corregdo e
equagdes matematicas em conjunto com a célula de colisdo. Analises estatisticas foram
realizadas para todas as componentes do estudo onde determinou-se como método
unificado a utilizagédo da célula de colisdo com vazdo de gas hélio de 3 mL min' pois
apresentou os melhores resultados: limites de detec¢ao (LOD) na faixa de 0,016 - 0,059
ug L, limites de quantificagdo (LOQ) entre 0,052 - 0,098 ug L', desvio padrao relativo
entre 3 e 11% e recuperacdes na faixa de 90 - 100% indicando precisdo e exatiddo do
método proposto. O método determinado foi aplicado em amostras de agua (termas da
cidade de lbira, aguas envasadas com e sem gas); tecidos de peixes (abrotea,
pangasius e tilapia) adquiridas no mercado local e amostras de lodos e sedimentos
coletadas na cidade de Mariana - MG. As concentracbes de Cr total e Cr (VI)
determinadas em amostras de agua (0,33 - 33,93 ug L") e em tecido de peixes (0,056 -
0,084 ug g') estao dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA - 50 ugg' e 0,1ug g™,
respectivamente - e as amostras de lamas e sedimentos (1,48 - 220,73 ug g™
encontram-se acima dos limites estabelecidos pelo CONAMA - 90 ug g™! indicando uma
possivel contaminag&o na area afetada. As analises apresentaram LOD 0,009 - 0,026 ug
L', LOQ 0,013 - 0,049 ug L', RSD 5 - 14% satisfatorias e recuperagdes de CRMs entre
91 - 105% indicando precisdo e veracidade das analises.

Palavras - Chave: Cromo, Interferéncias, ICP-MS, KED, equacdes matematicas, amostras
ambientais



ABSTRACT

Chrome is an inorganic contaminant that has high impact to the environment and is
present in some anthropic activities. There are several methods for the determination of
chrome in environmental samples using spectrum-analytical techniques, however, the
use of mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS) has been very
effective due to the possibility of detection in low concentrations, however the study of
removals of interferences must be carefully evaluated. Different strategies may be used
to reduce those interferences, among them: mathematical equations of correction and
using the collision cell. In order to evaluate the main spectral interferences were analyzed
solutions of nitric acid, aqua regia and citric acid in different concentrations (1 — 5%)
having previously established concentrations of analyte (1.5 - 90 ug L) in standard
mode without corrections and using collision cell by discrimination of kinetic energy (KED)
with pre-defined helium gas flows were analyzed. Subsequently, in order to develop a
unified method for the determination of Cr in different matrices (water, fish tissue and
soil), Certified Reference Materials (CRMs) of water (NIST1640a), fish tissue (DORM-4)
and soil (NIST 2709a) where were evaluated in standard mode without corrections; using
distinct flows of Helium in the collision cell (1 - 5 mL min'); applying two mathematical
equations of correction and mathematical equations jointly with the collision cell.
Statistical analyzes were performed for all components of the study where the use of the
3 mL min"' helium gas flow collision cell was determined as the unified method shows :
LOD 0.016 — 0.059 ug L, LOQ 0.052 — 0.098 ug L', RSD 3 - 11% and recoveries
90-100% indicating the precision and accuracy of the proposed method. Water samples
collected at the termas of the city of Ibira - SP and samples of bottled water with and
without gas were analyzed; samples of fish tissues (abrotea, pangasius and tilapia)
acquired in the local market and samples of sludge and sediment collected in the city of
Mariana - MG. The concentrations of total Cr and hexavalent Cr determined in samples
of water (0.33 - 33.93 ug L") and fish tissue (0.056 - 0.084 ug g'') are within the limits
established by ANVISA - 50 ug g e 0.1ug g™, respectively - and samples of soil (1.48 -
220.73 ug g') are not within the limits established by CONAMA - 90 ug g™'. The analyzes
presented LOD 0.009 - 0.026 ug L', LOQ 0.013 - 0.049 ug L', RSD 5 - 14% satisfactory
and recoveries of CRMs 91 - 105% indicating precision and accuracy of the analyzes.

Key-words: Chrome, Interferences, ICP-MS, KED, mathematical equations, environmental

samples
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1. INTRODUGAO

O cromo é um elemento metalico que ocorre predominantemente nos seus estados
de oxidagao Cr(lll) e Cr(VI), sendo este ultimo na forma anidnica. Seus efeitos benéficos
ou toxicos estado diretamente relacionados a seus estados de oxidagao, sendo o cromo
trivalente, em baixas concentragdes, considerado um metal essencial para o organismo
humano e o cromo hexavalente um metal toxico, extremamente prejudicial, considerado
carcinogénico (Grupo 1) pela International Agency For Research on Cancer (LANGARD,
S., COSTA, M., 2014; IARC, 1989).

O cromo pode ocorrer de forma natural ou antropogénica no meio ambiente. Na
forma natural pode estar presente no solo e nas rochas que possuem a cromita em sua
composic¢do, possibilitando a liberacdo do elemento para as aguas pelo processo de
lixiviagdo. A ocorréncia antropogénica € proveniente principalmente de processos
industriais como galvanoplastias, siderurgia, fundi¢cdes, industria de cimento e de pilhas,
fabricagdo de produtos quimicos utilizados em pigmentos, lixdes, aterros sanitarios e
industriais, incineradores, fertilizantes fosfatados e lodos gerados por curtumes, que
constitui uma atividade industrial frequente e de grande abrangéncia no noroeste do
Estado de Sao Paulo (CETESB, 2013).

As determinagdes de cromo podem ser realizadas a partir de varias técnicas, como
por exemplo, espectrometria de absorgdo atdbmica com chama (FAAS), espectrometria
de absorgcdao atdbmica com atomizacado eletrotérmica (ETAAS), espectrometria de
absorgao atdbmica com forno de grafite (GFAAS) e espectrometria de emissdo atbmica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES), que apresentam qualidades mas
também algumas desvantagens que séo relevantes, como por exemplo, baixa eficiéncia
na introducédo de amostras, alto limite de deteccdo, necessita de grande volume de
amostra, dificil anadlise de matrizes complexas (FAAS); elevado tempo de analise,
interferéncias de matriz, vulneravel a contaminagéao, baixa precisdo (GFAAS); alto custo
operacional, elevado consumo de gas por hora de funcionamento do equipamento (ICP
OES).

Por tal motivo, a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente

(ICP-MS) é uma técnica que vem sendo bastante utilizada para tais determinacdes
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devido a seus baixos limites de deteccdo, boa frequéncia analitica e capacidade
multielementar (ZHAO, X. et al., 2012).

A técnica de ICP-MS é considerada ideal para determinacdo de oligoelementos e
apresentou o maior crescimento da atualidade. Desde a sua comercializagdo, em 1983,
milhares de sistemas foram instalados em todo o mundo inseridos nas mais diversas
aplicagdes, sendo as mais comuns: analises ambientais, geoldgicas, biomeédicas e na
area nuclear. Os principais motivos de tal crescimento provém das atrativas vantagens
que o0 equipamento possui como a realizacdo de analises multielementares, baixos
limites de deteccdo, ampla faixa linear, capacidade isotdpica, alta sensibilidade e
precisdo, boa frequéncia analitica, além da possibilidade de hifenacdo a diversas
técnicas de separacédo (THOMAS R., 2013).

Embora o ICP-MS apresente diversas vantagens ha a possibilidade de desvios nas
medidas pela ocorréncia de interferéncias, que podem ser do tipo fisicas, matriciais e
espectrais (THOMAS R., 2002), sendo que as interferéncias fisicas sao de facil
resolugdo enquanto as interferéncias matriciais e espectrais sdo mais complexas e

necessitam de alternativas mais elaboradas para resolvé-las.

As interferéncias fisicas ocorrem quando ha acumulo de sélidos nos orificios dos
cones da interface e sao facilmente eliminadas a partir da diluigdo da amostra ou
limpeza periddica dos cones da interface (TYLER G., 1994). As interferéncias matriciais
sdo causadas por componentes da matriz da amostra onde ions de tamanho maior
podem prejudicar a detec¢do dos ions de interesse que sdo menores, ou, a COmposi¢ao
e caracteristicas da amostra (viscosidade, tensao superficial, tensdo de vapor,
concentracao do solvente acido, etc.) interferem nas condigbes adequadas de ionizagao
ocasionando uma diminuigdo no sinal detectado (THOMAS R., 2013; FIALHO et al.,
2011). As interferéncias espectrais sdo causadas pela formacéo de éxidos, hidréxidos,
hidretos, ions poliatdmicos ou outros elementos quimicos que apresentam a mesma
razao massa/carga do analito de interesse, resultando em um aumento do sinal do
analito (FIALHO L., PEREIRA C., NOBREGA J., 2011).

A principal fonte de interferéncia para o cromo em amostras ambientais e bioldgicas
€ a formacao de 6xidos, hidréxidos e ions poliatdmicos que ocorrem a partir da interagao

entre elementos da matriz da amostra com elementos do solvente, provenientes dos
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processos de atomizagdo e ionizagdo no plasma do ICP-MS e da atmosfera,
ocasionando possiveis interferéncias em todos os is6topos do elemento. A Tabela 1 a
seguir apresenta os isétopos do metal que sera estudado, suas abundancias e principais

possiveis interferéncias.

Tabela 1: Isétopos de cromo e possiveis interferéncias encontradas nas analises

realizadas por ICP-MS.

Is6topo Abundancia Interferéncias
SOCr 4’35% 34S1GO+, 36AI’14N+, 35C|15N+, 36814N+, 32818O+, 33817o+
52Cr 83.76% 3SC|1601H+ 40Ar1ZC+ 36Ar160+ 37C|15N+ 348180+ 36816o+

38Ar14N+, 36Ar15N1 H+, SSC|170+

SSCr 9’51% 37C|160+’ 38Ar15N+, 38Ar14N1H+’ 36Ar17o+, 36Ar1601H+’ 368160+,
35C|1701H+’ 35C|180+, 368170+’ 40Ar13C+

54Cr 2 38% 3TCI16QTH*, 4OAr14N* 38ArISNTH*, 38Ar180*, 3BAr160*,

BArI7OTH*. 37CI17O*, 19F,160*
Fonte: MAY T., WIEDMEYER, R, 1988 (adaptado)

Diferentes estratégias podem ser empregadas com o objetivo de reduzir essas
interferéncias, como por exemplo: utilizagcdo de um is6topo alternativo que ndo possua
interferéncia; uso de padrao interno; a corregdo com equacao matematica; o emprego
da célula de reacgéo ou colisdo; a tecnologia de plasma frio (diminuigdo da temperatura
do plasma); a variagdo do fluxo de gas do nebulizador; variagdo da voltagem a ser
aplicada nas hastes do quadrupolo e a utilizagao de um equipamento de alta resolugao
(THOMAS, 2002). Para este estudo serao utilizadas estratégias como a célula de
colisdo, equagdes matematicas de correcdo e a combinagdo dessas estratégias em

matrizes diversas, como amostras de agua, tecido de peixe e solo.

Segundo a European Food Safety Authority and Panel on Contaminants in the Food
Chain (EFSA/CONTAM, 2014) o valor maximo de cromo total permitido para consumo
humano de agua ¢ de 50 uyg Cr L. No Brasil, condizente com a EFSA, a Portaria
2914/2011 do Ministério da Salde estabelece um valor maximo de 50 yg Cr L para
agua de consumo e a resolugdo CONAMA 357/2005 indica 0 mesmo valor para aguas

doces e salinas, havendo especificagdo para a espécie de Cr(VI) apenas indicado pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1978) que determina um limite de 50
ug Cr (VI) L.

A Resolucdo 430/2011 do CONAMA estabelece os padrdes de langamentos de
efluentes liquidos por atividades industriais e substituiu alguns pontos da Resolugao
357/2005. Uma das principais alteragdes na resolugdo anterior € requerimento do
monitoramento das espécies de cromo, sendo o valor maximo permitido para Cr (lll) e Cr
(V1) para fins de langamento de 1000 e 100 ug L™, respectivamente. Para alimentos em
geral, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,1965) determinou um limite
de 0,1 mg kg de Cr e a Resolugdo CONAMA 454/2012 determinou 90 mg kg! como

valor de alerta para sedimentos contendo esse metal.

Portanto, devido ao antagonismo funcional do cromo, sua incidéncia na natureza
podendo causar danos a saude e ao meio ambiente e seus problemas para
determinacao por ICP-MS, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo das
interferéncias causadas nas determinacdes de cromo em diferentes matrizes avaliando
a eficiéncia de algumas estratégias de correcdo a fim de desenvolver um método
analitico que seja eficiente para a determinagao deste metal em amostras de agua,

tecido de peixe e solo.

O trabalho compreendeu de duas etapas: na primeira etapa o estudo das principais
interferéncias e estratégias de correcao utilizando de discriminagao por energia cinética
(KED), equagbes matematicas de corregdo e a combinagcdo dessas estratégias para
entdo desenvolver o método que apresente a melhor condicdo de analise para as trés

matrizes de interesse simultaneamente.

A segunda etapa compreendeu a aplicagdo do método desenvolvido em amostras
de agua (aguas coletadas nas fontes do termas de Ibira - SP, agua mineral engarrafadas
no estado de Sao Paulo), tecido de peixe (filé de tilapia, abrotea e pangasius adquiridos
no mercado de pescados local) e solo (coletados na cidade de Mariana - MG) onde
foram determinadas concentragdes de cromo total por ICP-MS e posteriormente
realizada a analise de especiagao quimica a partir da determinagao da concentragao de
Cr (VI) por UV-Vis. Os valores encontrados foram comparados com os limites

estabelecidos pelas legislagdes internacionais e nacionais que estado em vigor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CROMO

2.1.1 Aspectos Quimicos

O cromo (Cr) é um elemento quimico que possui nomenclatura originada do grego
“Chroma - cor”, significado proveniente das diversas cores que seus compostos
apresentam quando em solugcdo. Em sua forma metalica, apresenta coloragao
acinzentada/brilhante, além de ser rigido e altamente resistente a corrosdo. E
identificado como o primeiro elemento do grupo 6 da tabela peridédica possuindo numero
atdmico 24, massa atbmica 52, ponto de fusdo 1890°C, ponto de ebulicado 2482°C e
densidade de 7,14 g cm3. Este metal € apontado como o 22° elemento mais abundante
na crosta terrestre e o 6° mais abundante entre os metais de transicido encontrando-se
presente na natureza com concentragdes que variam de acordo com o meio em questao
(MOHAN, PITTMAN JR., 2006; EMSLEY J., 2011; RIEUWERTS J., 2015).

2.1.2 Processos de Oxidacao e Reducgao e Influéncia do pH

O Cr pode possuir diversos estados de oxidagao que podem variar entre zero € seis,
porém, ndo apresentam a mesma estabilidade sendo as espécies mais estaveis e
comumente encontradas no ambiente a trivalente (Cr(lll)) e hexavalente (Cr(Vl)). Os
estados intermediarios (Cr(ll), Cr(IV) e Cr(V)) sdo espécies altamente instaveis nas
reacoes de oxidagao ou redugdo de cromo e portanto sao favoravelmente convertidas
em Cr (lll) ou Cr (VI). (KALIDHASAN S. et al.,, 2016; METZE D. et al., 2004;
VONDERHEIDE A. et al., 2004; NARIN 1. et al., 2002; KOTAZ J., STASICKA Z., 2000).
Essas espécies predominantes podem ser convertidas entre si de acordo com
processos fisico-quimicos como alteracdo do valor de pH, reacbes de oxidagdo e
reducao, precipitacdo, dissolugéo, adsorgéo, dessorgao e entre outros (DHAL B. et al.,
2013; UNCETA N. et al.,2010; WOLF R., MORRISON M., 2007; ZAYED A., TERRY N.,
2003).

O potencial redox (Eh) e o pH desempenham um papel crucial na interconversao
dos dois estados mais estaveis do cromo, como pode ser observado na Figura 1. Em

ambientes de pH predominantemente acido ha maior incidéncia das espécies de Cr(lll),
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como exemplo, os céations Cr®*, CrOH?*, Cr(OH)2*, Cr(OH)3° e o &nion Cr(OH)s isso
ocorre pois Cr (VI) exibe um elevado valor de Eh indicando que é um forte agente
oxidante e facilmente reduzido por doadores de elétrons. Sob condigdes de pH alcalino
ha maior incidéncia das espécies de Cr(VI) nas formas dos anions HCrO4, Cr.07% e
CrO4% pois seu carater oxidativo € muito menos efetivo apresentando uma tendéncia a

permanecer neste estado ao invés de ser reduzido a Cr (Ill).

Em ambientes com pH tipicos de aguas naturais (entre 4 e 9) o Cr (lll) esta
preferencialmente presente em sua forma Cr(OH)s que é praticamente insoluvel e tende
a precipitar, ja o Cr (VI) esta presente em todas as formas anidnicas citadas
anteriormente. Isso ocorre pois a presenga de espécies que elevam o pH do meio
favorece as reacdes de transferéncia do cromo da fase sélida das rochas que o contém
para a agua (na forma de Cr(lll)), das reagdes de oxidagao do metal (Cr(lIl) para Cr(VI)),
além de favorecer a mobilizagdo do Cr(VI) tornando a agua com altos niveis deste metal
(MARCOLAN et al., 2008; METZE D. et al.,, 2004; VONDERHEIDE A. et al., 2004;
KOTAZ J., STASICKA Z., 2000; CALDER L., 1988).
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Figura 1: Espécies trivalentes e hexavalentes de cromo em ambientes aquaticos em fungéo de Eh vs. pH.
As linhas pontilhadas demonstram Cr (lll) precipitado como Cr(OH); (s), e a area cinza ilustra a faixa tipica
de pH em aguas naturais. Fonte: (KOTAZ, STASICKA, 2000, adaptado).

Marcolan (2008) e Bertolo et al. (2009) realizaram estudos de identificacédo da
relagdo agua-rocha e hidrogeoquimica do cromo em aguas subterrdneas com altas
concentragcbes do metal. Tais estudos indicaram a existéncia de dois fatores

responsaveis por tal fato: a presenca do mineral diopsidio cromifero no arenito e a
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estratificacdo hidroquimica do aquifero, com aguas mais profundas apresentando pH
anomalamente alcalino (superior a 10, variando de 8,5 a 10,7). Indicou que a presenca
de espécies que elevam o pH do meio favorece as reagdes de transferéncia do cromo da
fase sélida para a agua (na forma de Cr(lll)) e reacdes de oxidagdo do metal (Cr(lll) para
Cr(VI1)) e que os elevados valores de pH também auxiliam a dessorgcéo e mobilizacdo do

Cr(VI) tornando a agua com altos niveis do metal.

2.1.3 Toxicidade

A verificacdo da espécie de cromo mais frequente no ambiente é de suma
importancia ja que o cromo € um elemento que possui efeitos benéficos e também
toxicos e essa diferenca de efeitos esta diretamente relacionada ao seu estado de
oxidacao e concentragao. Os dois estados de oxidacdo mais estaveis do cromo, Cr (lll) e

Cr (VI), diferem entre si com relacdo a sua mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade.

De modo geral, as espécies de Cr (lll) sdo relativamente iméveis e praticamente
insoluveis em comparagao com as espécies de Cr (VI) que sao altamente moveis,
soluveis e biodisponiveis, além de apresentarem reatividade quimica e atividade
biolégica, diferente do Cr (lll). Em baixas concentracbes o Cr (lll) é considerado um
nutriente de suma importancia para o desenvolvimento e manutengcdo do organismo
humano. O National Research Council recomenda como quantidade segura e adequada
a ingestao de 50 a 200 pg por dia de cromo trivalente. Quando associado a uma espécie
organica adequada o Cr (lll) é responsavel por processos biolégicos envolvidos no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (RAKHUNDE R. et al., 2012; GJERDE
D. et al., 1993).

O Cr (VI) é considerado extremamente toxico e altamente nocivo ao organismo
humano, caracterizado como sendo 1000 vezes mais citotoxico que o Cr (lll). Tal efeito
deve-se ao seu alto potencial de oxidagao e capacidade de penetrar nas membranas
bioldégicas. Quando absorvido pelo organismo humano, parte do cromo hexavalente é
convertido em cromo trivalente a partir de mecanismos que ocorrem no sangue antes de

entrar nas células.

O Cr (Ill) produzido pela redugéao intracelular do Cr (VI), quando ndo excretado do

organismo, pode apresentar efeitos toxicos e atuar suprimindo a atividade biologica de
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algumas metaloenzimas ou reagdes com macromoléculas relevantes, como por exemplo
o DNA, causando importantes deformidades no material genético. Parte do ion cromato
que nao sofreu reducgao € entao transportado para o interior das células com facilidade,
ja que o ion CrO4* difunde-se livremente através das membranas celulares devido a sua
semelhanga estrutural com os &nions SO4* e POs%*, que entdo sdo facilmente
transportados por canais adequados para o interior das ceélulas causando diversos
danos (DHAL B. et al., 2013; UNCETA N. et al., 2010).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) classificou os compostos de
Cr (VI) como pertencentes ao Grupo 1, que contém as espécies consideradas
carcinogénicas e de alto impacto para a saude humana. Os compostos de cromo
também foram classificados como mutagénicos e carcinogénicos pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e ha evidéncias de que a ingestao do
metal em concentragdes acima dos limites permitidos por legislagdes vigentes, podem
ocasionar demais diversos danos a saude como nauseas, vOmito, diarreia grave,
hemorragia, doencas de pele, bronquite, pneumonia, hipersensibilidade, disfun¢des
gastrointestinais, hepaticas e renais (TUNCELI A., TURKER A., 2002; KATZ S., SALEM
H., 1993; IARC, 1989; NRIAGU J., NIEBOER E., 1988)

2.1.4 Ocorréncia no Ambiente

O cromo esta presente no meio ambiente de forma natural ou antropogénica. As
principais fontes naturais séo a partir do intemperismo de rochas que possuem a cromita
(FeCr.04) em sua composigao, precipitagdo umida e precipitacdo seca da atmosfera
(poeira vulcanica, incéndios florestais), bem como escoamento de areas terrestres, que
permitem a liberagdo do elemento para as aguas e para o solo podendo causar males a
organismos presentes nos ambientes aquaticos, alimentos plantados em locais
contaminados e entre outros, ja que o cromo liberado geralmente esta em sua forma
reduzida menos téxica (Cr (lll)) mas possui a oxidagcado favorecida pela presenca de
espécies altamente oxidantes, como por exemplo MnO: frequentemente encontrado em
agua subterraneas (OZE C., BIRD D., 2007; CORNELIS R. et al., 2005; SEBY F. et al.,
2003; CHANG Y., JIANG S., 2001).

A ocorréncia antropogénica € proveniente principalmente de processos industriais

como metalurgia (produgcdo de acgo inoxidavel, ligas ferrosas e nao ferrosas),
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galvanoplastia, siderurgia, industria de refratarios (materiais resistentes a altas
temperaturas usados como revestimentos para fornos), industria de cimento e de pilhas,
fabricagcdo de produtos quimicos utilizados em pigmentos, lixdes, aterros sanitarios e
industriais, incineradores, fertilizantes fosfatados e lodos gerados por curtumes, que
constitui uma atividade industrial frequente e de grande abrangéncia na parte noroeste
do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2013; ZULIANI T. et al., 2013; BIELICKA A. et al.,
2005).

Grande parte dos processos industriais citados anteriormente utilizam em seus
procedimentos a forma oxidada do cromo (Cr(VI)) e muitas das empresas descartam os
efluentes contendo o ion metalico no sistema de esgoto que entdo contamina rios e
lagos da area local (STANIN F. T. et al., 2004; ZAYED A., TERRY N., 2003). A presenca
de matéria organica que é responsavel por estabelecer condi¢des redutivas e complexas
pode favorecer a reducdo do Cr (VI) prevalecendo sua forma menos toxica (Cr(lll)),
porém, € preciso haver quantidades significativas dessa matéria organica, visto que,
dependendo das condi¢des fisico-quimicas do local, como ja citado no item 2.1.2, a
espécie oxidada é geralmente favorecida e o ambiente passa a ser quimicamente toxico.
Com isso, a liberagéao, tanto natural quanto antropogénica de cromo no meio ambiente, é
capaz de contaminar ambientes naturais como ar, agua e solo, podendo afetar o

organismo humano pela cadeia alimentar ou a partir do consumo de agua contaminada .

Procedimentos analiticos exatos e sensiveis sao necessarios para a determinagao
de cromo em baixas concentragbes, possibilitando a especiacdo de suas formas
predominantes visto que essa determinacdo € importante para avaliar o nivel de
toxicidade em questdo (MAHMOUD M. et al., 2008).

2.1.5 Normas legais relativas a concentragcao de cromo em agua, alimentos e solo

Devido a toxicidade do cromo para o organismo, agéncias reguladoras nacionais e
internacionais responsaveis pelo controle toxicolodgico de substancias prejudiciais ao ser
humano, indicam as quantidades do metal que s&o toleradas tanto para aguas de

consumo quanto para alimentos e também para o solo.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2011) e o Conselho Nacional do

Meio Ambiente (CONAMA, 2005), a concentracdo de cromo total permitida para agua
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potavel é de 50 pug L' ou menos sendo esse valor condizente com o indicado pelo
Conselho da Unido Europeia e com a Autoridade Européia de Seguranca alimentar
(EFSA) and Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM, 2014), porém,
diferente do indicado pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA,
2004) que determina o nivel permitido de cromo como 100 ug L™'. Todas as instituicbes
citadas levam em consideragdo somente as concentragbes totais de cromo, nao
especificando as quantidades ideais de cromo trivalente nem as quantidades toleraveis

de cromo hexavalente, espécie toxica.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente em uma atualizacdo de suas resolugdes
(CONAMA 430/2011) determinou limites maximos permitidos de cromo trivalente e as
descargas de efluentes de cromo hexavalente em corpos aquaticos, evidenciando a
importancia do monitoramento das espécies do metal, onde recomenda um maximo de

1000 ug L' de cromo trivalente e 100 yg L', de cromo em sua forma mais toxica (Cr
(VI)).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2015) determinou um limite de
0,1 mg kg' do metal total em alimentos em geral. H4 uma auséncia de dados, tanto
nacionais quanto internacionais, acerca da presenca de cromo (VI) nos alimentos.
Segundo o Painel da EFSA sobre Contaminantes na Cadeia Alimentar (CONTAM) as
instituicbes reguladoras consideram todos os resultados analiticos relatados em
alimentos como sendo Cr (lll) sendo esta suposicdo baseada em resultado de trabalhos
sobre especiagao quimica que indicaram que o alimento é, em geral, um meio redutor, e

que a oxidagao de Cr (lll) para Cr (VI) n&o é favorecida em tal meio.

Porém, o CONTAM observou que, mesmo que uma pequena propor¢ao do total de
cromo nos alimentos estivesse na forma de Cr (VI), isso poderia contribuir
substancialmente para a exposigéo, ja que é altamente toxico e nocivo. Para agua de
consumo, por ser um meio favoravelmente oxidante, considerou-se que a maior parte do
Cr esteja em sua forma hexavalente, porém, segundo estudos realizados com
camundongos, somente exposi¢gdes muito elevadas a Cr(VI) causaram danos intestinais
0 que sugere que as concentragdes de cromo hexavalente comumente encontradas nas
agua de consumo ndo sao preocupantes para a saude humana. Porém, espera-se que 0

tratamento e descarte de residuos quimicos gerados por industrias ou outros que
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utilizam desse metal para algum fim, seja realizado de forma adequada para nao

comprometer a saude da populacao (EFSA, 2014).

Para solos e sedimentos, no Brasil, as Resolugdes CONAMA 420/2009 e 454/2012,
determinou que 75 mg kg™' é um valor de alerta para solos e 90 mg kg-' como valor limite

aceitavel para materiais dragados contendo esse metal.

2.1.6 Importancia da Especiagdao Quimica

Diversas propriedades quimicas e biolégicas das espécies de um elemento séo
descritas principalmente pelo seu estado de oxidagdo, com isso, para se obter
informagdes adequadas sobre as fungdes bioldgicas, fisiolégicas e a potencial
toxicidade de qualquer elemento, uma avaliagédo precisa de suas diferentes espécies é

de extrema necessidade.

Nesse sentido, devido a ampla utilizagdo de cromo em diversos processos
industriais, grandes quantidades deste composto sdo langados no meio ambiente
podendo causar contaminagdes significativas (GONZALVEZ A. et al., 2009). Sendo
assim, a determinacgao total de cromo em uma amostra ambiental ndo é suficiente para
avaliar os potenciais riscos a saude da populagado exposta, havendo a necessidade de
realizar analise de especiacdo para identificar a toxicidade e biodisponibilidade das
espécies e seus impactos. (HABILA M. et al., 2015; BERGAMINI M. et al., 2007).

A analise de especiacao € composta por dois principais processos (determinacao e
separagao) que fornecem dados quantitativos e qualitativos sobre as formas quimicas
de um elemento em determinada amostra, sendo que, o interesse em determinar baixas
concentracdes de ions de metais téxicos em amostras ambientais aumentou nas ultimas

décadas devido a questdes ambientais e estudos de saude publica (KUMRAL E., 2007).

Barbosa e colaboradores (2017) utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
(HPLC-ICP-MS) para analise de especiacdo simultdnea de arsénio e cromo em
suplementos de ferro utilizados no tratamento da anemia adquiridos em varias cidades
do Brasil e da Espanha . A separagédo cromatografica foi realizada utilizando uma fase
movel contendo 1,0 mM de TBAH, 0,7 mM EDTA e 5% de metanol a pH 7,2. Para as

analises em ICP-MS foi utilizado o gas hélio como gas de colisdo para eliminagcao das
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interferéncias, com faixa de trabalho de 0,01 a 1,3 ug g™ para as espécies de arsénio e
de 0,4 a 61,2 ug g' para as espécies de cromo, sendo que apenas uma das amostras

analisadas apresentaram valor acima do estabelecido pela United States Pharmacopeia.

Matos e Nobrega (2009) realizaram estudos de especiagdo de cromo em amostras
de cimentos do Brasil. Foi utilizado um espectrometro de absorgdo atbmica com chama
(FAAS) para a determinacao de Cr total nas amostras utilizadas e posteriormente o
espectrofotbmetro UV-Vis para a determinacdo de Cr(VI) apos a reagdo dessa espécie
com 1,5 - difenilcarbazida. As concentracbes de Cr (lll) nas amostras foram
determinadas a partir da subtracdo do valor encontrado para Cr(VI) nas analises
realizadas no UV-Vis sobre o valor de Cr total encontrado utilizando o FAAS. O método
utilizado se mostrou eficiente sendo possivel determinar as concentracées de Cr(lll)
entre 10,9 a 88,0 mg kg™' e de Cr(VI), excedeu em poucos casos o valor estabelecido

pela Comunidade Europeia para este tipo de amostra (2 mg kg™ Cr (VI).

2.2 Espectrometro de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

As determinagdes de cromo podem ser realizadas a partir de varias técnicas, como
por exemplo, FAAS, ETAAS e GFAAS (ZHAO X. et al.,, 2012). A técnica de
espectrometria de absorcao atdbmica com chama (FAAS) é frequentemente utilizada pois
oferece caracteristicas como baixo custo, facilidade de operacdo e analises rapidas,
porém esta técnica sofre algumas limitagbes, principalmente relacionadas a
sensibilidade (PEREIRA M. ARRUDA M., 2003).

A espectrometria de absorcdo atdmica com atomizagao eletrotérmica (ETAAS)
também pode ser utilizada para este fim onde possui boa sensibilidade, mas é uma
técnica dispendiosa e com baixa frequéncia analitica (NAMIESNIK J., RABAJCZYK A.,
2012). Assim, a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS) é uma técnica que vem sendo bastante utilizada pois, além de possuir
diversas vantagens na determinagdo de metais, permite o acoplamento de técnicas

eficientes em separagado que tem como objetivo a especiagcédo quimica.

Mais de 90% dos elementos da tabela periddica podem ser determinados pelo
ICP-MS com limites de detecgdo variando de 0,1 a 10 yg L' para grande parte dos
elementos (AGILENT, 2016; HOLLER et al., 2009). Na Tabela 2 estdo apresentadas as
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diferencas entre os limites de detecgdo médios em ug L' das técnicas ICP OES, ICP-MS,
FAAS E GFAAS para diversos elementos quimicos, incluindo o cromo, onde é possivel
observar que o ICP-MS apresenta limite de detecgao 30 vezes menor com relagdo ao
GFAAS e 2000 vezes menor quando comparado com FAAS e ICP OES, o que o torna
uma excelente ferramenta na determinacdo de cromo em amostras ambientais e

biolégicas em baixas concentracgdes.

Tabela 2: Limites de deteccdo para os elementos As, Cd, Cr, Li, Ni e Pb em diferentes

técnicas de determinacéo.

FAAS ICP OES GFAAS ICP-MS

Elemento (Hg L) (g L) (Mg L) (Hg L)
As 500 20 1 0,05
cd 5 3 0,03 0,01
Cr 10 10 0,15 0,005
Cu 5 5 0,5 0,01
Li 5 : 0,5 0,02
Ni 20 10 0,5 0,005
Pb 20 20 0,5 0,005

Fonte: TYLER G., 1994 (adaptado)

O ICP-MS ¢é uma técnica de determinacdo que possui inumeras vantagens
mostrando-se superior a outras técnicas utilizadas para este fim, porém, esta técnica é
suscetivel aos componentes da matriz da amostra e entre outros aspectos que podem
ocasionar interferéncias (HOLLER et.al, 2009; DIAS, 2004; THOMAS, 2002). Estas

interferéncias podem ser classificadas como: fisicas, matriciais e espectrais.

2.2.1 Principais Interferéncias e Possiveis Estratégias de Corregoes

As interferéncias fisicas ocorrem quando ha acumulo de sélidos nos orificios dos
cones da interface, mais evidente em amostras com altas concentragdes de analitos,
ocasionando em uma diminuicdo no sinal devido a problemas durante o transporte dos
ions (KARANDASHEYV et al., 2016). Geralmente o equipamento tem uma tolerancia

maxima de 0,1 a 0,4% de soélidos dissolvidos nas amostras.
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Esse tipo de interferéncia é considerado mais simples visto que as formas de evita-lo
e/ou supera-lo sao realizando limpezas peridédicas dos cones da interface, maiores
fatores de diluicdo das amostras e a filtracdo das mesmas antes de serem analisadas
(TYLER G., 1994).

As interferéncias matriciais sdo mais complexas e causadas por componentes da
matriz que contém a amostras. Esse tipo de interferéncia tem como consequéncia dois

efeitos, sendo eles: efeito de carga espacial e efeito de transporte de amostra.

O efeito de carga espacial ocorre, geralmente, na determinacdo de elementos de
menor massa presentes em elementos de maior massa. Nesta ocasidao os ions maiores
ocupam a regido central do feixe de radiagdo que € formado pelos cones da interface,
enquanto os ions menores permanecem na regiao periférica do feixe ocasionando em
um desvio de sua trajetdéria o que altera negativamente o sinal transmitido para o
detector (THOMAS R., 2013).

O efeito de transporte de amostra é ocasionado pela omissdo do sinal do analito
devido a composigdo da matriz levando a variagbes adversas relacionadas com
viscosidade, tensao superficial, tensdo de vapor, dentre outros. Em amostras com alto
grau de viscosidade havera maior dificuldade na formac&o das goticulas no nebulizador
e na separagao pela camara de nebulizagdo ocasionando uma diminui¢édo no sinal.
Outra consequéncia causada pela matriz ocorre quando altas concentragdes de acidos
sdo utilizadas no preparo de amostras, o que pode levar a uma diminuicdo da
temperatura do plasma reduzindo as condigbes adequadas de ionizagao (FIALHO et al.,
2011).

A fim de obter a minimizacdo de erros aleatdrios e sistematicos associados as
variagdes dos parametros instrumentais, experimentais e efeitos provocados pela matriz
das amostras, que podem ocorrer durante todo o processo de analise, solugbes de
padrao interno podem ser utilizadas para calibragdo do equipamento, garantindo assim
maior confiabilidade dos resultados adicionada ao uso da calibracdo externa
convencional (RIDDER et al., 2002; SKOOG et al., 2002).

As interferéncias espectrais sdo causadas por ions atdbmicos ou moleculares que
apresentam a mesma razdo massa/carga do analito de interesse, resultando em um

aumento do sinal. Esse tipo de interferéncia pode ocorrer por sobreposigcao isobarica;
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producao de 6xidos, hidréxidos e hidretos; formagao de ions poliatdmicos e formacao de
ions de dupla carga. A sobreposi¢cdao isobarica ocorre quando estdo presentes na
matriz da amostra outros elementos que possuem a mesma razao massa/carga do
analito. Essa interferéncia pode ser atenuada a partir da utilizagdo de outro is6topo do
analito de interesse livre de sobreposi¢cao ou, quando nao é possivel, pode-se utilizar de
equagdes matematicas de corregao (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A combinacgdo de elementos como 'H, ®0, '*O'H provenientes da agua utilizada
como solvente ou do ar atmosférico pode produzir éxidos, hidréxidos e hidretos que
virdo a interferir no sinal final detectado pelo equipamento pela sobreposi¢cao ao sinal do
analito de interesse. A formacao dos 6xidos pode ser facilitada a partir da alteragcao da
vazao do fluxo de injecdo, a poténcia ineficiente da radiofrequéncia, tamanho do orificio
do cone amostrador e seu espago entre o skimmer, entre outros (HOLLER; SKOOG,;
CROUCH, 2009; DIAS, 2004).

A formagédo de ions poliatbmicos é o problema de interferéncia mais grave e
ocorre a partir da combinagdo de dois ou mais atomos que surgem da interagdo das
espécies existentes no plasma (isétopos de Ar), os presentes na atmosfera (N e O),
provenientes dos solventes utilizados (CI, O, H, C, S) ou na matriz (C, Na, Ca, ClI, entre
outros) formando espécies com massas similares a do analito de interesse e alterando
positivamente o sinal detectado (FIALHO et al., 2011; NEVES, 2010; HOLLER et. al.
2009; DIAS, 2004).

Em analises de amostras biolégicas e ambientais ha uma grande preocupacgéo ja
que suas matrizes sdo complexas e compostas por diversos elementos que tendem a
causar interferéncia como por exemplo, a formagdo dos ions poliatdmicos 4°Ar3Na*,
40Ar3SCI*, 3°CI'6Q*, 40Ar'2C*, 3’CI'80,* e 40Ar3*S* que sido interferentes na determinagéo

dos elementos 3Cu, "5As, %'V, 52Cr, #°Ga e "*Ge, respectivamente.

Outro exemplo pode ocorrer quando a formagao dos ions poliatbmicos de Ar
(“CAr'4N*, 4OAr'eO*, Ar'®QO'H*) afetam a determinacao dos trés isotopos do ferro, >*Fe,
%6Fe, e 5Fe, respectivamente (FIELD et al., 2003, MUNIZ et al.1999, TOWNSEND et al.,
1998, AMASIRIWARDENA, et al., 1998).

Para elementos que possuem baixo potencial de ionizagdo pode ocorrer

interferéncia por ions de dupla carga, ou seja, tal elemento é ionizado duas vezes e
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entdo é formado um ion com duas cargas (2+), sendo assim, o elemento apresentara
metade da razdo m/z esperada ocasionando em uma diminuigdo do sinal que sera
detectado. Como o gas usualmente utilizado no plasma é o Ar, esse tipo de interferéncia
s6 ocorre se o analito possuir a segunda energia de ionizagdo menor que a primeira
energia de ionizacédo do Ar, ou seja, como o Ar possui uma baixa E de ionizagéo (15,76
eV), a formagao de ions de dupla carga dificilmente ocorre o que resulta em uma
pequena perda de sensibilidade das analises (DIAS, 2004). Para solucionar esse
problema basta aumentar a vazdo do gas de nebulizagdo e/ou diminuir a poténcia de

radio frequéncia (RF) da bobina da tocha.

Uma alternativa efetiva para atenuar ou eliminar as interferéncias espectrais é a
utilizacdo de um equipamento provido de alta resolugdo (HR-ICP-MS) que permite
separacdo mais eficiente das massas, porém, os equipamentos de alta resolucéo
possuem custo extremamente elevado e muitas vezes o investimento ndo € viavel
(FIELD et al., 2003, MUNIZ et al.1999, TOWNSEND et al., 1998; MONTASER 1998).

Quando nao é possivel a utilizagdo de um equipamento de alta resolugao, diferentes
estratégias podem ser empregadas no equipamento convencional com o objetivo de
reduzir as interferéncias, como por exemplo: o uso de padrao interno; o emprego de
correcdo com equagdes matematicas; o uso da célula de reagdo e colisdo; a tecnologia
de plasma frio (diminuigdo da temperatura do plasma para 400-800W) para evitar a
formagao de poliatbmicos de argbdnio, a variacdo do fluxo de gas de nebulizagao,

variagao da voltagem a ser aplicada nas hastes do quadrupolo, dentre outros.

A diminuicdo da temperatura do plasma em conjunto com o aumento das taxas de
fluxo de gas Ar e variacdo da profundidade de amostragem (mais longe do que usada
em condigdes normais de operagao) € uma alternativa que vem sendo bastante utilizada,
principalmente para elementos com baixo potencial de ionizacdo, para produzir as
chamadas condi¢des de "cool plasm" (D’ILIO, 2011; TANNER, 1995).

Essas alteragdes das condicbes normais do plasma diminuem a ionizacdo do
argbnio reduzindo significativamente as principais interferéncias poliatbmicas baseadas
nesse gas, porém, sua eficiéncia sé é alcangada quando o potencial de ionizagao do
analito de interesse € menor do que o potencial de ionizagdo do gas, ja que, se 0

potencial de ionizagao do analito for muito alto, o mesmo néao sofrera ionizagcdo com as
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condicdes mais brandas adotadas nessa estratégia. O plasma frio € uma técnica eficaz
para a determinagcao de elementos como Fe, Ca, Cu e demais elementos com baixo
potencial de ionizacao (FIALHO et al., 2011; COLON et al., 2009).

A maioria dos elementos possuem multiplos isétopos, sendo assim, também é
possivel utilizar de equagdes matematicas pré-definidas para corrigir interferéncias
isobaricas ou poliatbmicas. Tais equagdes sao utilizadas considerando a abundancia
natural de diferentes isétopos relacionada com a intensidade de um isétopo que nao
possui interferéncia (Equacao I) a fim de determinar a propor¢ado da interferéncia e
subtrair essa contribuicdo para entdo obter o sinal final contendo apenas contribuicao do

analito de interesse, isenta do interferente.

abci

I = analito - x msi (Equacao 1)

absi
abci: abundancia do elemento que causa interferéncia;

absi: abundancia do elemento alternativo que nao causa interferéncia;
msi: massa da espécie que nao causa interferéncia.

Para obter essa corregao o software do equipamento disponibilizara as equagbes de
corregao ou o analista podera inserir a equagao desejada a ser aplicada nas analises
(NEUBAUER, 2010).

Nardi e colaboradores (2009) realizaram determinacao de 16 analitos em diferentes
amostras de alimentos empregando equag¢des matematicas para corregcdo das
interferéncias poliatdbmicas provenientes de calcio e cloreto para os elementos As, Cd,
Co, Cr, Se, Ni e V. Notou-se que as equacdes de correcdo foram satisfatorias
apresentando boas recuperagdes para todos os analitos, sendo que para o cromo os

melhores resultados foi para o isétopo °3Cr, o segundo mais abundante.

Outra alternativa para minimizar as possiveis interferéncias é a utilizacdo de células
de reacao ou colisdo. Tais células sao dispositivos onde ha a insergdo de um gas inerte
ou reativo para minimizar as interferéncias a partir de colisdo ou reacéo,

respectivamente.
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Quando é utilizada a célula de reagao, o gas pré-selecionado é altamente reativo e
possui a fungdo de reagir quimicamente, tanto com os ions interferentes quanto com o
analito de interesse (NEUBAUER, 2010). Geralmente, a partir dessas reagbes, as
espécies interferentes transformam-se em novas espécies poliatbmicas deixando o
analito livre na razdo massa/carga que esta sendo utilizada, ou, quando o gas reage
com o analito, produz uma nova espécie poliatbmica com uma nova razao massa-carga
livre de interferéncias (SIMPSON et al., 2001). A selegao do gas de reagao ¢ feita de
acordo com o comportamento fisico-quimico das espécies quimicas que estardo
envolvidas na reagao, sejam elas as espécies interferentes ou os ions de interesse. Tais
reagcdes podem ocorrer a partir de troca de carga, transferéncia de atomos, formacao de

adutos, condensacao e associagao de analitos (D’ILIO, 2011).

Para a célula de colisdo um gas inerte é pré-selecionado a fim de colidir com os ions
moleculares interferentes que possuem didmetros maiores que os ions do analito. Ao
ocorrer tal colisdo a energia cinética do interferente é reduzida e a separagcédo do ion
analito dos ions interferentes é feita pela discriminacdo por energia cinética (Kinetic
Energy Discrimination - KED) onde os ions com baixa energia (interferentes) sao
discriminados. Porém, essa alternativa € viavel somente quando o elemento de
interesse possui massa atémica inferior a 100, visto que elementos volumosos também
sofrem com as colisdes do gas inerte, ndo sendo eficiente a sua separagao por energia
cinética.

Geralmente no modo de colisdo os ions passam por uma célula composta por gas
hélio (He), onde, tanto os ions interferentes quanto os ions de interesse, colidem com o
gas perdendo uma quantidade gradativa de energia cinética a medida que ocorrem as
colisdes. Sendo assim, os ions menores (ions de interesse) sofrem menor numero de
colisdes que os ions maiores (ions poliatdmicos interferentes) que, consequentemente,

resultardo em menor energia cinética.

Como ao fim da célula de colisdo ha uma “barreira” energética (KED), apenas os
ions com maior energia cinética (ions de interesse) superardo tal barreira e sairdo da
célula seguindo para o quadrupolo analisador e assim, espera-se que os efeitos das
interferéncias poliatdmicas sejam removidos. Uma limitagdo do modo de colisdo € que a
sensibilidade apresenta um decréscimo uma vez que tal colisdo pode afetar o analito

durante o0 processo, nao conseguindo superar a barreira energética e
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consequentemente nado seguindo para o quadrupolo analisador. Apesar das possiveis
desvantagens, o modo de colisdo € uma técnica eficiente, principalmente quando sao
utilizadas amostras com matrizes muito variadas, como € o caso de amostras
ambientais e bioldgicas (NEUBAUER, 2010).

Pick e colaboradores (2010) realizaram a determinacgao de cinco elementos (As, Cr,
Fe, Ni e Se) em plantas e ragbes animais (silagem de gramineas e milho) utilizando
ICP-MS no modo DRC (célula de reagao) para eliminar as interferéncias poliatbmicas
formadas. A célula de reagéo foi composta pelo gas metano para as analises de Cr, Fe,
Ni e Se e oxigénio para as analises de As. As concentragbes foram determinadas e
constatou-se que parametros de validacdo de método como LOD, LOQ, RSD e

recuperacgdes apresentaram-se melhores com o emprego da estratégia de corregao.

Rousias e Pasias (2014) realizaram a determinagdao multielementar (Ag, Al, As, Ba,
Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Nb, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, V e Zn) por
ICP-MS em amostras de mastic gum (recomendado para alivios estomacais). Foi
empregado a célula de colisdo com os gases He e Hz para eliminagao das interferéncias
matriciais encontradas para Si, S, P, C, Cl e F. A otimizacao de estratégias avaliando a
diminuicdo da sensibilidade foi realizada e os melhores resultados foram em vazdes
maiores (4,2 e 5,4 mL min"). A estratégia de correcao foi considerada eficiente para as
analises onde, em geral, o gas H> teve melhor desempenho, porém, para elementos

como Cr e Cu o desempenho do gas He foi superior.

3. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de um método
analitico para a determinagcédo de cromo total em amostras de diferentes matrizes (agua,
tecido de peixe e solo) empregando o espectrdmetro de massas com plasma acoplado

indutivamente (ICP-MS) do tipo quadrupolar.

A avaliagao de diferentes estratégias para minimizagao das interferéncias espectrais
foram estudadas, com o uso da célula de discriminagdo por energia cinética (KED), o
emprego de equagdes matematicas e a combinagao entre essas estratégias de corregao.

A avaliacéo de alguns parametros de desempenho como linearidade, faixa de trabalho,
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limite de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), exatidao e precisao também foram

otimizadas.

O método otimizado foi empregado para determinagdo de cromo total em agua
coletadas no termas da cidade de Ibira e amostras comerciais, tecidos de abrotea,
pangasius e tilapia adquiridos no mercado local e amostras de lamas e sedimentos

coletadas na cidade de Mariana - MG.

Um estudo sobre analise de especiagcédo quimica a partir da determinacéo de Cr(VI)
utilizando 1,5 - difenilcarbazida em UV-Vis foi realizado para comparagdo das

concentragcdes adquiridas com os valores recomendados pelas legislagdes vigentes.

4. Materiais e Métodos

4.1 Reagentes, Solugoes e Amostras

Todas as vidrarias, tubos de ensaio, ponteiras e outros materiais utilizados nos
experimentos foram previamente desmineralizados em banho acido contendo solugéo
de acido nitrico (HNO3) 10% (v/v) no periodo de aproximadamente 24 horas sendo
posteriormente enxaguados com agua deionizada ultrapura. No preparo de reagentes e
solugdes padrao utilizou-se agua deionizada purificada em sistema Milli-Q® (18.2 Q cm,
Millipore, EUA).

Para a construgcdo das curvas analiticas de calibracido foram utilizados padroes
preparados a partir de diluigdes intermediarias de solugado estoque de cromo 1000 + 2
mg L' (Fluka® Analytical traceCERT® CRMs for ICP-MS). Com o intuito de avaliar a
formagao das principais interferéncias e o efeito da utilizagdo da ferramenta de corregéo
(KED) foram preparadas solugdes analiticas com concentragdes de 1,5; 10,0; 40;0 e
90,0 ug L' de cromo a partir de solugdo estoque do analito em meio de HNOs 1, 3 e 5%
(vv"), HNO3s/HCI (3:1) 1,3 e 5% (vv') e CeHsO7 1, 3 € 5% (m v).

Foram utilizados materiais de referéncia certificado NIST 1640a (trace elements in
water), NRCC DORM-4 (Fish Protein) e NIST 2709a (San Joaquin soil), que possuem
valores certificados de cromo total de 40,54 + 0,30 ug L', 1,87 £+ 0,18 mg kg' e 130 £+ 9

mg kg™ respectivamente. A amostra de NIST 1640a foi diluida com agua ultrapura e as
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amostras sélidas foram decompostas empregando digestao acida assistida por radiacéao
micro-ondas (MW-AD).

As determinagbes de cromo total foram realizadas no ICP-MS operando no modo
padrdo sem corre¢gdes e utilizando estratégias de correcdo (KED e equacgdes
matematicas), para isso, os gases argonio (99,999%) e hélio (99,999%) foram utilizados

como gerador de plasma/nebulizador/gas auxiliar e gas colisional, respectivamente.
4.2 Coleta de amostras de agua, lamas e sedimentos

Amostras de agua foram coletadas das cinco fontes presentes no termas de Ibira
(Figura 2) conforme o “Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras”
desenvolvido pela Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) e pela
Agéncia Nacional de Aguas (ANA) para agua, sedimentos, comunidades aquéticas e
efluentes liquidos (CETESB; ANA, 2011). Também foram analisadas aguas envasadas

de diferentes procedéncias.
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Gomes, Adhemar de Barros e Seixas. Fonte: Google Maps adaptado; Autoria propria.

Amostras de tecido de peixe (abrotea, tilapia e pangasius) adquiridas no mercado
local da cidade de Sao José do Rio Preto passadas pelo processo de separagao de

tecidos, liofilizacdo e moagem foram disponibilizadas pelo atual grupo de pesquisa
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(Grupo de Inovagbes e Quimica Analitica Verde), para aplicagdo do método

desenvolvido neste trabalho.

Também foram disponibilizadas amostras de sedimentos e lamas coletados por
alunos do Programa de P6s Graduagédo da Universidade Estadual de Londrina apds o
rompimento da barragem do Fundao que ocorreu em 2015. As amostras de sedimento
do fundo de rio (SD) foram coletadas 5 meses apdés o acidente, em dez pontos
estabelecidos ao longo do Rio Gualaxo do Norte e da bacia hidrografica do Rio Doce nos
estados de Minas Gerais e Espirito Santo (Figura 3). Também foram coletados residuos
da mineracdo (Lama) liberado no ambiente. Algumas das amostras coletadas foram

disponibilizadas para a aplicagdo do método desenvolvido neste trabalho.

BENTO
RODRIGUES

Figura 3 - Pontos de amostragem ao longo da bacia hidrografica do Rio Doce. Fonte: Adaptada de
ANA (2017), Google (2017).

4.3 Preparo de Amostras

As decomposigdes das amostras sélidas foram realizadas em um forno micro-ondas

Multiwave GO (Anton Paar), com capacidade para 12 vasos digestores.
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4.3.1 Desenvolvimento do Procedimento:

Para DORM-4, aproximadamente 0,2 g de amostra foram digeridas utilizando 6,0 mL
de HNO3 50% (v/v) e 2,0 mL de H202 30% (v/v) em frascos fechados de PTFE, onde
posteriormente o volume foi ajustado com agua ultrapura para 25 mL sendo transferidas
e armazenadas em frascos de polipropileno. Todo processo foi feito em triplicata,

incluindo as solug¢des do branco analitico (OLIVEIRA, 2017).

Para NIST 2709a utilizou-se o método EPA 3051A onde massas de 0,2 g de amostra
foram digeridas utilizando 9,0 mL de HNOs (7,0 mol L") e 3,0 mL de HCI (37%) em
frascos fechados de PTFE, no qual posteriormente o digerido foi transferido para tubos
de polipropileno de 50 mL, o volume foi ajustado para 25 mL e as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos em centrifuga (K14-4000, KASVI). Apés
centrifugacdo uma aliquota de 2,5 mL foi diluida 10 vezes com agua ultrapura. Todo o

processo foi feito em triplicata, incluindo as solugdes do branco analitico.

Os programas de aquecimento do micro-ondas para os dois tipos de digestdes estao

descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Programas de aquecimento utilizados para a digestdo acida em forno
micro-ondas das amostras soélidas de MRC’s de tecido de peixe (DORM-4) e solo (NIST
2709a).

Amostra Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
1 190 20
DORM-4 2 190 20
Resfriamento 50 10
1 175 55
NIST 2709a 2 175 4,5
Resfriamento 50 10

Fonte: Autoria prépria
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4.3.2 Aplicagao do Método:
- Amostras de Agua:

Foram coletadas amostras de agua em ftriplicata e em fracos adequados
descontaminados das cinco fontes do termas de Ibira (Fonte 1: Jorrante; Fonte 2:
Saracura; Fonte 3: Carlos Gomes; Fonte 4: Seixas e Fonte 5: Ademar de Barros). Para
as determinagdes de Cr total as amostras foram acidificadas com HNO3 concentrado até
pH < 2, vedadas com parafilm e conservadas em refrigeracdo (= 4 °C) até serem
analisadas em ICP-MS (CETESB; ANA, 2011).

Para a determinagao de Cr (VI) as amostras foram coletadas, vedadas e mantidas
em refrigeracao (= 4°C) até analise em UV-Vis que foi feita antes do periodo de 24 horas
(CETESB; ANA, 2011). Uma aliquota de 21,25 mL de agua foi transferida para balao
volumétrico onde foram adicionados o0s reagentes necessarios para realizar a

determinacao de Cr (VI) a partir da complexag¢ao com 1,5 - difenilcarbazida.

Foram preparadas uma solugdo 1,2 mol L' de &cido sulfturico (H2SO4) e uma
solugéo de 1,5 - difenilcarbazida a partida da dissolugdo de 0,25g de difenilcarbazida e
1,259 de anidrido ftalico em 250 mL de etanol P.A.

As amostras de agua foram adicionados 2,5 mL de H2SO4 e 1,25 mL de solucéo de
difenilcarbazida em baldo volumétrico de 25 mL. As amostras foram deixadas em
repouso por 10 minutos em temperatura ambiente para garantir a complexagéo do Cr (VI)
com a 1,5 -difenilcarbazida evidenciada pelo aparecimento da cor Vvioleta.
Posteriormente as anadlises foram realizadas utilizando um espectrofotbmetro de

absorcdo molecular na regido do visivel (UV-Vis).

Trés marcas de agua envasada foram analisadas (com e sem gas). Tanto para a
determinagcdo de Cr total quanto para Cr (VI) as amostras foram analisadas

imediatamente apds a abertura do lacre.
- Amostras de Peixe:

As amostras de tecidos de peixe (abrotea, pangasius e tilapia) liofilizadas e moidas -
cedidas de outros estudos realizados no grupo de pesquisa - foram digeridas utilizando
HNO3 e H20. em forno micro-ondas utilizando o mesmo procedimento citado para a
amostra DORM-4 (item 4.2.1, pag 37).
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- Amostras de Solo:

Foram disponibilizadas trés amostras de sedimentos (S3, S5 e S8) e quatro
amostras de lamas (L2, L3, L7 e L8). Para a determinagéo de Cr total as amostras foram
digeridas com HNO3/HCI (3:1) utilizando o mesmo procedimento citado para a amostra
NIST 2709a (item 4.2.1 pag 38).

Para a determinagdo de Cr (VI) foi realizada extracdo alcalina onde
aproximadamente 0,2 g da amostra foi colocada em um erlenmeyer e adicionado 20 mL
de solugéo 0,1 mol L' de carbonato de sddio (Na2COs). A mistura foi aquecida em placa
de aquecimento em aproximadamente 300°C deixando em ebulicdo durante 10 minutos
- tempo suficiente para a extragdo de Cr (VI) - (PANICHEYV et al., 2003; MATOS et al.,
2008).

Posteriormente, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente,
transferidas para tubo falcon de 50 mL acertando o volume para 25 mL e centrifugadas a
4000 rpm durante 10 minutos. Uma aliquota de 10 mL foi transferida para um balao
volumétrico de 25 mL onde foram adicionados os reagentes necessarios para realizar a
determinagcdo de Cr (VI) pela complexacdo com 1,5 - difenilcarbazida, mesmo

procedimento utilizado para as amostras de agua (MATOS et al., 2008 adaptado).
4.4 Instrumentacao de Analise

Apds o preparo das amostras, as determinag¢des de cromo total foram realizadas por
um ICP-MS do tipo quadrupolar modelo NexION 300X (Perkin-Elmer, Shelton, CT)
equipado com a tecnologia de célula universal (Universal Cell Technology™ - UCT) que,
além das analises no modo padrao, possibilita a utilizagdo do modo de colisdo com
discriminagdo por energia cinética (KED) como estratégia de correcéo a base de gas
hélio.

Para o desenvolvimento deste trabalho as analises foram feitas no modo de
operacao padrao, no modo de operacgao por discriminagao de energia cinética (KED) -
que apesar da perda de sensibilidade na detecg¢ao possibilita a remogéo de grande parte
dos possiveis interferentes poliatdmicos do analito em questao -, no modo de operagao
padrao utilizando equagdes matematicas de correcao e por fim, utilizando a combinacao
de estratégias onde foram utilizadas equagdes matematicas de corregdo em conjunto

com a célula de colisio.
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Para dar inicio ao estudo, as condigbes de vazado de gas He a serem utilizadas
foram determinadas a partir de avaliacdo prévia feita no equipamento onde foram
determinadas as melhores vazdes para as solugbes analiticas em meio de HNOs3,
HNO3/HCI (3:1) e CsHsO7 (3,2; 2,8 e 3,0 mL de He min™' respectivamente).

Posteriormente o mesmo foi feito para as amostras de referéncia certificado NIST
1640a, DORM-4 e NIST 2709a sendo as vazdes de gas determinadas (2,2; 2,4 e 3,2 mL

de He min™' respectivamente).

Como um dos objetivos deste trabalho foi a otimizacao de um método eficiente para
a determinacdo de cromo nas trés amostras diferentes (agua, tecido de peixe e solo)
foram pré-selecionadas quatro vazdes de gas para estudo: 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mL de He
min-'. Os parametros instrumentais para o ICP-MS foram otimizados e estdo descritos

na Tabela 4.

Tabela 4: Parametros Instrumentais e de aquisicdo de dados utilizados durante as

analises realizadas no ICP-MS.

Parametros Instrumentais

Poténcia RF 1600 W
Vazao de gas no plasma 18,0 L min -
Vazio de gas auxiliar 1,2 L min "
Vazao de gas no nebulizador 1,02 L min -
Voltagem de entrada -3,0V
Voltagem de saida -32,0V
CRO! -150V
QRO? -120V

Parametros de Aquisicao de Dados

Numero de varreduras (sweeps) 50
Numero de leituras (readings) 1
Numero de replicatas 3
Tempo de espera (dwell time) 25s
Gas de colisao Hélio
RPq? 0,25V
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Vazao de gas hélio 1,0 - 5,0 mL min
Faixa de Calibracao 0,5-100,0 ug L

1: CRO (Cell Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo da célula de reagdo/colisdo; 2:

QRO (Quadrupole Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo analisador de massas; 3:

relacionado a voltagem aplicada as hastes do quadrupolo. Fonte: Autoria propria

5. Resultados e Discussao

5.1 Estudo das principais interferéncias oriundas das solu¢gées empregadas para

preparo de amostras e na calibragao

Para avaliar o efeito das principais interferéncias (“°Ar'2C*, 35CI'6Q'H*, 38Ar'“N*,
35CI'70*) em analises por ICP-MS na determinacéo de cromo e a eficiéncia da estratégia
de correcgao utilizando a célula de colisdo com discriminagéo por energia cinética (KED),
foram utilizados trés diferentes acidos: acido nitrico (HNO3); agua - régia invertida
(HNOs/HCI (3:1)) e acido citrico (CeHsO7) como fontes dos principais atomos
interferentes (C, CI, O, H e N), variando-se a concentragao dos acidos (1, 3 e 5%) na
preparagao de solugdes analiticas contendo concentragbes pré-definidas do analito em
questéo (1,5; 10; 40 e 90 ug L' de Cr).

As solugdes foram analisadas no modo padrao sem corregdes € no modo KED com
vazao de gas hélio (He) previamente determinada. Foram analisados todos os isétopos
do metal, porém, para o primeiro estudo serdo apresentados e discutidos somente os
resultados adquiridos para o isétopo mais abundante (°2Cr), visto que & geralmente o
escolhido para analises no ICP-MS quadrupolar pois € a espécie que apresenta maior
sensibilidade e melhores limites de detecgdo (THOMAS, 2013).

Inicialmente foram avaliadas as principais interferéncias provenientes de nitrogénio,
oxigénio, hidrogénio e argonio (*8Ar'*N*, 36Ar'>SN'H* e 36Ar'®0O*) a partir da utilizacdo das
solugbes analiticas em meio de acido nitrico. A Figura 4 apresenta os graficos que
contém os valores de recuperacdo encontrados na analise das solugdes com 1,5; 10,0;
40,0 € 90,0 ug L'"de Cr em meio de HNOs 1, 3 e 5% no modo padrédo e modo KED.
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Figura 4: Valores de recuperagéo encontrados nas analises no modo padréo e KED em meio de solugéo
de acido nitrico 1, 3 e 5% contendo 1,5 ug L' (Gréfico 1); 10 ug L (Grafico 2); 40 ug L' (Gréafico 3) e 90
ug L' de Cr (Gréfico 4).

De acordo com a Figura 4, foi possivel observar que no modo padréo, em todos os
casos, ao aumentar a concentragcdo do acido o valor da recuperacdo também foi
gradativamente aumentado, porém, todos dentro dos valores aceitaveis para cada faixa
de concentragado (40 - 120% para 1,5 ug L', 60 - 115% para 10 yg L' e 80 - 110% para
40 e 90 ug L") (AOAC, 2012), indicando a auséncia das interferéncias estudadas
(38Ar'4N*, Ar'SN'H* e 36Ar'®0*) ou que a formagdo destas espécies provenientes das
interagcdes entre o gas do plasma (Ar) e os componentes do solvente ou da atmosfera (N,

O e H) néo possui efeitos significativos nestas condigdes de analises.

Com o uso da célula de colisdo no modo KED foi possivel observar que os valores
de recuperagao diminuiram gradativamente conforme aumentou-se a concentragdo do
acido sendo que alguns casos apresentaram recuperag¢des abaixo do valor esperado
(Gréfico 3 e 4). Tal fato corrobora com a auséncia ou presenga minima de interferentes
poliatdmicos, visto que, a diminuicdo da concentracéo aferida pode indicar a ocorréncia

de colisbes do gas He com o analito de interesse resultando em perda de energia
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cinética e consequentemente diminuigdo do sinal detectado pelo equipamento, ja que
uma quantidade menor dos analitos consegue superar a barreira energética da célula de
colisao e seguir até o detector (WANG e KALINITCHENKO, 2005).

Nos Graficos 3 e 4 observou-se que para as concentracoes de 3 e 5% do acido os
valores de recuperagao apresentaram uma diminuic¢ao significativa (73 e 70%, 86 e 76%,
respectivamente). Essa diminuicdo excessiva da concentracdo do analito quando
utilizou-se os acidos mais concentrados (3 e 5%) sugere que a alta concentragdo do
acido pode ter ocasionado uma diminuicdo na temperatura do plasma interferindo na
etapa inicial de ionizagdo do analito provocando assim a redugao do sinal detectado
(FIALHO et al., 2011).

Portanto, foi possivel verificar a auséncia ou formag¢ao nao significativa das espécies
interferentes ((2Ar'4N*, 38Ar'“N'H* e 36Ar'80O*) visto que ndo possuem acgdo significativa
nas analises realizadas. Para garantir a qualidade das analises indica-se a utilizagao de

acido nitrico diluido.

Para avaliar as principais interferéncias provenientes da interacdo de cloreto,
oxigénio, hidrogénio e argonio (3*CI'®O'H*, 3°CI'7O* e 3¢Ar'60*) foi utilizado a solugdo de
agua - régia invertida (HNO3/HCI — 3:1) mesma solugéo utilizada para o preparo de
amostra de um dos materiais de referéncia certificado. A Figura 5 apresenta os graficos
com os valores de recuperagao encontrados na analise das solug¢des analiticas com 1,5;
10,0; 40,0 e 90,0 ug L' de Cr em meio de HNO3s/HCI (3:1) 1, 3 e 5% no modo padrao e
modo KED.
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Figura 5: Valores de recuperacao encontrados nas analises no modo padrao e KED em meio de solugcéo
de agua-régia 1, 3 e 5% contendo 1,5 ug L' (Grafico 5); 10 ug L (Gréfico 6); 40 ug L' (Grafico 7) e 90 ug
L-' de Cr (Grafico 8).

De acordo com a Figura 5, no modo padrao foi possivel observar que, em todos os
casos, na menor concentragdo do acido (1%) os valores de recuperacao (116, 108, 100
e 105%) encontram-se dentro dos limites aceitaveis para cada faixa de concentragao
(120, 115 e 110%, respectivamente). Pode-se verificar que nas menores concentragoes
ha a auséncia ou formacgao insignificante das espécies interferentes, porém, quando
aumentou-se a concentragao do acido houve maior probabilidade de interagc&do entre as
espécies do solvente com o gas do plasma ou elementos da atmosfera e com isso

interferentes formados afetaram significativamente o valor determinado.

Quando utilizou-se maiores concentragdes de acido (3 e 5%) foi possivel notar que
os valores encontrados excedem o esperado indicando a possivel formacdo das
espécies interferentes que aumentam o sinal detectado (CORREIA, 2003; SANTOS,
2007). Ao analisar o modo KED pode-se perceber que todos apresentaram melhores

recuperagbes quando comparados com o modo padréao, onde todos os valores
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apresentaram-se dentro do limite recomendado. Segundo McCURDY (2004) as
espécies interferentes possuem uma secéao transversal colisional mais alta do que os
ions do analito e entdo colidem com maior frequéncia com o gas He e podem ser retidos
na célula de colisdo, indicando que as espécies interferentes evidenciadas no modo
padrao sao eficientemente atenuadas quando se utiliza da ferramenta de correcao em

questao.

Dois processos ocorrem durante a colisdo do gas He com as espécies que entram
na célula de colisdo - amortecimento e desfocagem - que ocasionam a perda de energia
axial dos ions e redugao da amplitude da distribuicao de energia com a estabilizagcao
térmica do gas de colisdo o que diminui o sinal da interferéncia, bem como parte do sinal
do analito, e deve ser avaliado para garantir que a precisdo do método n&o seja afetada

de maneira adversa (Tanner et al., 2002).

Em todos os graficos observou-se que as recuperagao no modo KED para o acido
mais concentrado (5%) apresentaram um decréscimo quando comparado aos demais.
Este fato pode ser explicado pela influéncia de interferéncia fisica causada pela alta
concentracdo do acido que pode diminuir a temperatura do plasma interferindo na
ionizacado do analito, bem como sua alta viscosidade que pode eliminar parte do analito
de interesse no processo de formagéo e separacdo das menores goticulas que seguem
para o plasma (THOMAS, 2013).

Houve a formacg&o de espécies interferentes (possivelmente 3CI'8Q'H*, 3°CI'’O* ou
36Ar160*) principalmente em maiores concentragées da mistura de agua-régia invertida,
o que indica que tais interferéncias possuem agao significativa nas analises, sendo
recomendado a utilizagdo de agua régia diluida empregando o modo KED como

estratégia de corregédo nas analises desta natureza.

O emprego do acido citrico como fonte de carbono para avaliar a da interagdo do
carbono presente na matriz com o gas do plasma (“°Ar'2C* e 4°Ar'3C*) foi avaliado. A
Figura 6 apresenta os graficos com os valores de recuperagdo encontrados na analise
das solugdes analiticas de 1,5; 10,0; 40,0 e 90,0 ug L' em meio de CsHsO7 1, 3 € 5% no

modo padrao e modo KED.
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Figura 6: Valores de recuperacao encontrados nas analises no modo padrdao e KED em meio de solugcéo
de &cido citrico 1, 3 e 5% contendo 1,5 ug L' (Grafico 9); 10 ug L' (Gréfico 10); 40 ug L' (Grafico 11) e 90
ug L' de Cr (Gréfico 12).

Analisando a Figura 6, notou-se em todos os casos que para o modo padrdo sem
corregdes, os valores de recuperacbes aumentam drasticamente a medida que a
concentracdo do acido citrico foi aumentada, onde as recuperagdes estdo acima do
limite considerado aceitavel principalmente em concentracbes mais elevadas de acido
citrico (3 e 5%). Esses valores indicaram que houve a formagado da principal espécie

interferente (*°Ar'2C) mesmo quando empregado solugéo diluida (1%).

Ao analisar o modo KED, de modo geral, observou-se uma diminui¢ao significativa
nos valores de recuperacdo quando comparado ao modo padrao. Para as duas menores
concentragbes do analito (grafico 9 e 10) observou-se que apesar da diminui¢cao
consideravel, para a maior concentragdo do acido (5%) as recuperacgoes (132 e 126%)
encontram-se acima do valor esperado (120 e 115%), ou seja, neste caso, a utilizagado

do modo KED ndo foi suficiente para a remocdo das espécies interferentes, onde
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possivelmente parte destes nao sofreram colisdes suficientes e superaram a barreira da
célula de colisdo, gerando altos valores do sinal detectado (QUARLES et al., 2014),

indicando a necessidade do emprego da utilizagao de outras estratégias de corregao.

Apos a realizacdo deste estudo foi possivel observar que as interferéncias
provenientes da combinagdo do gas do plasma com N, O e H (33Ar'“N*, 38Ar'“N'H* e
3Ar'®O'H*) ndo interferem significativamente nas analises de cromo. Ja as espécies
interferentes provenientes da interacdo que ocorre entre o gas do plasma e da atmosfera
com Cl (®°CI'®Q'H*, 35CI'7O*, 37CI'®O*, 35CI'""O'H* e 36Ar'®Q'H*) possui relevancia
podendo ser significativa em alguns casos (altas concentragdes dessa espécie)

necessitando entao da utilizagao de estratégia de corregao.

Com relagédo a interferéncia proveniente da interagdo entre o gas do plasma e o
carbono (*°Ar'?C*) o efeito foi significativo visto que em todas as concentragbes (1, 3 e
5%) apresentaram distor¢do nos valores esperados nas analises havendo necessidade
de se utilizar uma estratégia de corregdo. Em alguns casos apenas a utilizagédo da célula
de colisdo nao foi suficiente para atenuar a incidéncia dessas interferéncias, o que
sugere que outras estratégias de corregdo podem ser utilizadas para se obter melhores

resultados.

5.2 Otimizacao e Desenvolvimento do Método Analitico — Avaliagao das

Interferéncias Espectrais

Apoés a avaliagao das interferéncias provenientes das solugées empregadas para o
preparo das amostras, solugbes e padrdes analiticos, o estudo das interferéncias
espectrais foram realizados empregando materiais de referéncia certificado (MRC) para
agua (NIST-1640a), peixe (DORM-4) e solo (NIST 2709a).

Foram realizados trés estudos, onde, inicialmente as amostras preparadas foram
analisadas por ICP-MS no modo padrao sem corregdes e no modo padrdo com
equagdes matematicas de correcao (Estudo I). Posteriormente foram realizadas analises
no modo KED em quatro vazdes distintas de gas He: 1, 2, 3 e 5 mL min™' (Estudo 1), a
fim de avaliar a eficiéncia e sensibilidade do método, visto que, a sensibilidade é
reduzida quando se aumenta o volume do gas colisional e por isso é indispensavel

realizar uma otimizacdo para se obter a vazado de gas adequada e a melhor relagcao
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sinal/ruido (UNCETA et al., 2010). Analises estatisticas foram realizadas para verificar a
melhor vazdo de gas em comum para as amostras e entdo poder utilizar da combinagao

das equagdes matematicas com a melhor vazao de gas determinada (Estudo llI).

Por fim, foram realizados novamente estudos estatisticos dos resultados obtidos
para entdo determinar a melhor condi¢do para a determinacdo de cromo nas trés
matrizes avaliadas. A Tabela 5 indica todos os parametros de otimizagdo que foram

analisados nos estudos em questao.

Tabela 5: Parametros de otimizagado utilizados para avaliar diferentes estratégias de
corregao (P, EM1, EM2, K1, K2, K3, K5, EMK1 e EMK2).

Estudo | Estudo Il Estudo Il
Modo P EM1 EM2 | K1 K2 K3 K5 | EMK1 EMK2
Padrao sim  sim sim - -- -- -- - -
KED/ vazao He
(mL min-) - --- --- 1.0 20 30 50 3,0 3,0
Equacao
Matematica — sim' sim?2 | - — — — sim! sim?

1: Equagéo1; 2: Equacéo 2; P: modo padrdo sem correcbes; EM1: modo padrdo com corre¢do matematica
da equagéao 1; EM2: modo padrao com corregdo matematica da equagéo 2; K1: modo KED com 1 mL
min~' de gas He; K2: modo KED com 2 mL min’' de gas He; K3: modo KED com 3 mL min~' de gas He; K5:
modo KED com 5 mL min™' de gas He; EMK1: modo padrdo com corre¢do matematica da equagédo 1 em
conjunto com KED 3 mL min'; EMK2: modo padrdo com corre¢cdo matematica da equagdo 2 em conjunto

com KED 3 mL min'; Fonte: Autoria prépria

As equacgdes matematicas foram adquiridas no software do equipamento (Equagao
1) e desenvolvidas utilizando as abundancias e intensidades dos interferentes e das
espécies alternativas sem interferéncia (Equacdo 2). Para desenvolver as equacgoes
considerou-se as principais interferéncias - provenientes de carbono (Equagéo 1) e de
carbono e cloreto (Equagéo 2) - para os dois isétopos mais abundantes do cromo (°°Cr e
53Cr).
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Equacio 1 (para %2Cr): - 9,246 x 10" x '3C (Equacao lll)
(para %3Cr): -0,01082 x '°C (Equacgéo IV)
Equacgao 2 (para 2Cr): - 9,246 x 10" x '3C (- 3,127 x ¥'Cl) (Equagao V)

(para 53Cr): - 0,01082 x '?C (- 0,3198 x 3°Cl) (Equacao VI)

Para o Estudo | avaliou-se o modo padrdo com as duas equacg¢des matematicas
citadas a partir das concentragbes médias das triplicatas e suas recuperagdes (Tabela
6).

Tabela 6: Concentragdes de %°Cr e recuperagdes encontradas nos MRC’s de agua
(NIST 1640a), tecido de peixe (DORM-4) e solo (NIST 2709a) referentes ao Estudo |
determinadas por ICP-MS.

Amostras
NIST 1640a DORM-4 NIST 2709a
Valor 40,54+10,3 1,87+0,18 13019
Certificado (gL (mg kg') (mg kg')
Condigoes Conc. R% Conc. R% Conc. R%
P 45+ 3 111 2,31+£0,02 124 181+ 6 139
EM1 37+2 92 0,830+0,08 44 182+ 6 140
EM2 37+2 92 0,840+0,08 45 182+ 6 140

P: modo padréo sem corregdes; EM1: modo padrdo com equagdo matematica de corregdo 1, EM2: modo

padrdo com equagdo matematica de correcdo 2. Fonte: Autoria prépria

Ao analisar a Tabela 6, para NIST1640a observou-se que a recuperagao para o
modo padrao foi um pouco acima do aceitavel (111%) indicando a possivel formagao de
interferéncia com pouca relevancia na analise, visto que, a concentracdo determinada
encontra-se muito proxima do valor certificado (40,54+0,3 ug L"). Para as condigbes
EM1 e EM2 foi possivel observar que os valores de recuperagdao encontrados estéao
dentro do nivel aceitavel, (80 - 110%) ja que apresentaram concentracbes mais
proximas do valor esperado (37+2 ug L"), indicando que sao eficientes para atenuar as

possiveis interferéncias e apropriadas para a determinagdo de cromo em agua.
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Para DORM-4 foi possivel verificar a presenca de espécies interferentes, visto que a
recuperacdo (124%) no modo padrao sem corre¢cdes ultrapassa o limite maximo
aceitavel (115%). Nos modos EM1 e EM2 os valores das recuperagdes (44 e 45 %)
apresentaram-se muito inferior ao limite minimo aceitavel (60%) indicando que tais
corregdes nao foram eficientes para eliminar as interferéncias sem comprometer o

analito de interesse.

Para a amostra de solo, a recuperagao foi acima do esperado no modo padrao
(139%) indicando o efeito das interferéncias nas analises realizadas. De acordo com os
resultados apresentados, as estratégias de corregao utilizadas - EM1 e EM2 - também
apresentaram concentragbes elevadas (182 + 6 mg kg™'), mostrando que estas
alternativas nao foram eficientes em atenuar as interferéncias, necessitando da

utilizagao de outras estratégias de corregao.

Tais resultados evidenciaram que, nem sempre as equag¢des matematicas sao
eficientes para correcéo das interferéncias, pois podem ser complicadas de determinar e
podem introduzir erros se os componentes da matriz da amostra variarem no decorrer
da analise, ndo sendo suficientes para atenuar interferéncias de matrizes com certa
complexidade (McCURDY e WOQODS, 2004).

Apos realizacao do Estudo | percebeu-se que as equagdes matematicas de corregao
nao foram efetivas para todas as amostras, necessitando assim da utilizacido de outra
alternativa de correcdo para se obter melhores resultados. Com isso, realizou-se
analises utilizando a célula de colisdo com discriminagao por energia cinética (KED) com

quatro vazdes distintas de gas He onde os resultados encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7: Concentragdes de %°Cr e recuperagdes encontradas nos MRC’s de agua
(NIST 1640a), tecido de peixe (DORM-4) e solo (NIST 2709a) referentes ao Estudo Il
determinadas por ICP-MS.

Amostras
NIST 1640a DORM-4 NIST 2709a
Valor 40,54+0,3 ug L 1,87+0,18 mg kg™ 130 £9 mg kg’
Certificado
Conc. R% Conc. R% Conc. R%
Condigoes (ug L) (mg kg) (mg kg™)
P 45+3 111 2,31+0,02 124 181+6 139
K1 50+3 124 1,95+0,01 104 175+8 135
K2 37+4 90 1,87+0,07 100 152+4 117
K3 3744 91 1,81+0,07 97 129+3 99
K5 3944 96 1,37+0,03 73 110+6 85

P: modo padrdo sem corregbes; K1: modo KED com vazdo de 1 mL min de gas He; K2: modo KED com
vazédo de 2 mL min"' de gas He; K3: modo KED com vazéo de 3 mL min"' de gas He; K5: modo KED com

vazédo de 5 mL min’’ de gas He;

De acordo com a Tabela 7 e considerando o desvio padrdao dos valores obtidos, a
analise no modo P e K1 para a amostra de agua apresentam valores distintos do
aceitavel (45+3 e 50+ 3 ug L") podendo indicar a presenga de interferentes que
influenciam moderadamente na determinacdo no modo padrdo e no emprego do KED
com vazdo de 1 mL min™' . Foi possivel observar que esta condi¢gdo (1 mL min -') n&o foi
efetiva para atenuar as interferéncias, ja que, o baixo fluxo de gas He pode inibir a
colisédo efetiva com os interferentes (TROVO et al.,, 2017). Os modos K2, K3 e K5
apresentaram valores de recuperacgao dentro do aceitavel e proximos do esperado (90,
91 e 96%) indicando eficiéncia na remogao de possiveis interferentes quando utilizado

vazdo de gas 2, 3 e 5 mL min"!, respectivamente.

Para a analise do tecido de peixe no modo padréo, o valor ultrapassou o aceitavel
(124%) indicando a presenca de espécies interferentes que ocasionaram um aumento
no sinal detectado pelo equipamento. Para todas as vazdes de gas He utilizadas (K1, K2,
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K3 e K5) as concentragbes encontram-se préximas do valor certificado (1,87+0,2 mg kg™)
e as recuperagdes dentro do limite aceitavel (60 - 115%), o que indicou a eficiéncia da
estratégia de correcdo em atenuar as interferéncias quando se utiliza 1, 2, 3 ou 5 mL
min-' de gas He, respectivamente. Para K5 observou-se que a concentragdo diminuiu
consideravelmente (1,37+0,03 mg kg') em relagéo as outras condigdes encontrando-se

abaixo do valor esperado (100%).

De acordo com QUARLES e colaboradores (2014), na célula de colisdo todos os
ions estdo suscetiveis a colisdes mas, em teoria, apenas os ions interferentes (possuem
maior didmetro) vao colidir com o gas He e os ions do analito passarao pela célula de
colisdo, porém, em condigbes mais extremas de gas (+ 6 mL min™'), os ions do analito
também podem ser rejeitados ao sofrerem colisdes indesejadas e entdo diminuir a
concentragcdo final. Além disso, um elevado fluxo de gas também podem afetar
adversamente a regido da interface mantida sob vacuo perturbando a estabilidade do
plasma e afetando os resultados obtidos (SALAZAR, 2011).

As concentracdes e recuperacdes encontradas para o solo indicam que no modo
padrao, utilizando a célula de colisdo com 1 e 2 mL min' de gas He, os maiores valores
foram encontrados, indicando a presenca de interferentes e que a estratégia de correcéo
nestas condicdes nao foram eficientes para a remocéo das espécies interferentes. Para
as condi¢gdes K3 e K5 observou-se uma diminuicdo na recuperagao (99 e 85%)

indicando a eficiéncia da estratégia de corregao nessas condi¢oes.

Para K5, embora a recuperagao encontrou-se dentro dos limites aceitaveis, notou-se
uma diminuigédo expressiva na concentragdo (110 = 6 mg kg™') podendo indicar que essa
condicdo € pouco eficiente para a analise, visto que parte dos analitos na amostra
podem estar retidos na célula de colisdo ao perderem energia cinética a partir da colisdo
com o gas He, diminuindo assim o sinal final detectado pelo equipamento (DOUGLAS,
2009; PEREIRA, 2010).

A fim de avaliar as diferengas entre as condi¢des estudadas nas analises anteriores
(P, K1, K2, K3 e K5) e determinar a melhor vaz&o de gas comum para as trés amostras,
foram realizados estudos estatisticos a partir da Analise de Variancia (ANOVA) que
devera indicar se houve diferencas significativas ou nao entre as condi¢cdes estudadas,

porém, a ANOVA néo indicara a natureza das diferengas e portanto, quando necessario,
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foi utilizado o Teste de Tukey (TSD) que indica em quais condigbes estao as diferengas,
possibilitando identificar qual a melhor condicdo para cada uma das matrizes (agua
natural, tecido de peixe e solo) e a condigdo comum entre elas, como mostrado nas
Tabelas 8 e 9.

Tabela 8: Analise de varidancia (ANOVA) para cada uma das matrizes estudadas no

modo padrao (P) e modo KED com quatro vazdes distintas de gas He (K1, K2, K3 e K5).

Condicoes
Amostras P K1 K2 K3 K5
(padrdo) (1 mL min') (2mL min') (3 mLmin') (5mL min™)
p=2,168 x 103
NIST 1640a o o
Ha diferencas significativas
p=4,979x 103
DORM-4 o o
Ha diferencas significativas
p=5,403 x 108
NIST 2709a

Ha diferencas significativas

De acordo com os parametros estabelecidos para a analise de variancia, havera
diferengas significativas quando o valor de p for menor que 0,05 e n&o havera diferencas
significativas quando o valor de p for maior que 0,05; sendo assim, avaliando os valores
da Tabela 8 foi possivel observar que houve diferengas significativas nos resultados das

analises das trés amostras em questao.

Embora esta analise tenha indicado diferengas significativas para os resultados, néo
ha especificagdo sobre a localizacao de tal diferenca, com isso, foi necessario aplicar o
teste de Tukey (TSD) que comparou as triplicatas e os valores das diferentes condigdes

que foram estudadas, tendo seus resultados descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Teste de Tukey - Comparacédo entre as concentracdes certificadas pelos
MRC'’s e as concentragdes de 52Cr encontradas nas analises no modo padréo (P) e em
quatro vazdes distintas de gas He (K1, K2, K3 e K5) por ICP-MS.

Amostras
NIST 1640a DORM-4 NIST 2709a
(Mg L) (mg kg™) (mg kg™)

Valor Certificado 40,54 +0,302 1,87 +0,182 130,00 + 9,00 2

Condigoes
P (Padréo) 42,80 +3,0° 2,31+£0,018° 181,19+£6,20°
K1 (1,0 mL min') 50,41+ 3,2° 1,95+£0,0132 175,25+ 8,010 °
K2 (2,0 mL min") 36,53+392 1,87+0,065° 151,71 +4,38°
K3 (3,0 mL min™) 36,86 +4,1° 1,81 £ 0,069 2 129,18 £ 2,53 @
K5 (5,0 mL min'™) 39,12+ 3,6° 1,37 £ 0,028 ® 110,20 £ 5,92 °

a: ndo diferem significativamente do valor certificado; °: diferem significativamente do valor

certificado. Fonte: Autoria propria

De acordo com a Tabela 9 foi possivel observar que para NIST1640a apenas o
modo K1 (50,41+3,2 ug L) diferiu significativamente do valor verdadeiro, ou seja, as
concentragbes aferidas utilizando essa estratégia de corregcdo estdo acima do valor
esperado (40,54+0,3 ug L") e portanto ndo sdo consideradas aceitaveis nas analises.
Sendo assim, com excecdo do modo K1, todas as demais condi¢cdes estudadas foram

eficientes para a realizagao de determinagao de cromo por ICP-MS.

Para DORM-4 observou-se que o modo padrdo sem corregao (2,31+0,018 uyg L") e
o K5 (1,37 £ 0,028 ug L") apresentam diferencgas significativas nas concentragdes
determinadas com relagdo ao valor certificado (1,87 =0,18 ug L), ou seja, essas
condigdes ndo foram eficientes tendo suas concentragdes significativamente diferentes

do certificado.

Para NIST 2709a, verificou-se que apenas a condigdo K3 (129,18+2,53 mg kg'') ndo
possui diferencga significativa com relagao ao valor certificado (130+9 mg kg'), sendo

entdo a unica condigao eficiente para esta determinagédo. Nos demais casos (P, K1, K2 e
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K5) as concentragdes aferidas sao significativamente diferentes do valor certificado e
por isso ndao podem ser consideradas. Assim, como percebeu-se nos graficos
analisados anteriormente, mesmo que a recuperacgao para K5 esteja dentro do aceitavel
(85%), foi determinado estatisticamente que esse valor diferiu significativamente do

valor real.

Nas analises realizadas foi possivel observar que houve uma diminuicdo gradativa
na intensidade detectada pelo equipamento (cps) conforme aumenta-se a vazao de gas
da célula de colisdo quando comparado com o modo padrdo, podendo ser explicada
pelas colisdes que ocorrem na célula universal que ocasionam perda de sensibilidade
evidenciada pela diminuigdo da inclinagao da reta obtida nos estudos de validagao do
método (D’ILIO et al., 2011).

Apesar dessa perda de sensibilidade, as condi¢des que utilizam o modo KED
apresentaram coeficientes de determinagcao melhores (mais préximos de 1,0), limites de
detecgéo e quantificagdo menores no modo KED (0,010 e 0,016 ug L") do que no modo
padrao (0,026 e 0,049 ug L"), erros relativos menores que 15% e recuperagdes dentro

da faixa recomendada.

Foi possivel concluir entdo que apenas a condigdo K3 (modo KED com 3 mL min-’
de gas He) nao diferiu significativamente do valor certificado quando considerado todas
as matrizes analisadas, ou seja, foi possivel realizar a determinacédo de cromo em
amostras de agua, tecido de peixe e solo utilizando a célula de colisdo com
discriminagéo por energia cinética (KED) como estratégia de correcao de interferentes

com vazéo de gas hélio de 3 mL min .

Apods otimizar a melhor vazdo de He comum para as matrizes estudadas - K3 - para
o Estudo Il foram avaliadas a combinacado de duas equag¢des matematicas de correcao
com a célula de colisdo (KED) com vazao de gas He fixada de 3 mL min-! para cada uma

das matrizes conforme exposto na Tabela 10.
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Tabela 10: Concentracdes de %°Cr e recuperagdes encontradas nos MRC'’s de agua
(NIST 1640a), tecido de peixe (DORM-4) e solo (NIST 2709a) referentes ao Estudo Il
determinadas por ICP-MS.

Amostras
NIST 1640a DORM-4 NIST 2709a
Valor 40,54 £+ 0,3 uygL?' 1,87 +0,18 mg kg™ 130 + 9 mg kg™
Certificado -
Conc. R% Conc. R% Conc. R%
Condicdes  (ug L") (mg kg™) (mg kg™)
P 45+ 3 111 2,3+0,02 124 181 +6 139
EMK1 39+5 97 1,6 £0,1 87 149 + 3 115
EMK2 39+5 97 1,1+0,1 56 142 + 3 109

P: modo padrdo sem corregbes; EMK1: equagdo matematica 1 em conjunto com KED utilizando 3 mL

min' de He; EMK2: equagdo matematica 2 em conjunto com KED utilizando 3 mL min'' de He.

Assim como visto anteriormente, as analises no modo padrao sem corregcdes para
as trés matrizes analisadas apresentam influéncia de espécies interferentes,
apresentando concentragdes e recuperagdes acima do valor esperado. Para a amostra
de agua observou-se que as condigbes EMK1 e EMK2 apresentaram recuperagdes
dentro do esperado (ambas 97%) e concentragbes proximas ao valor certificado,

indicando que foram eficientes em atenuar as interferéncias encontradas.

Para a amostra de tecido de peixe apenas o modo EMK1 obteve concentragao
proxima do valor certificado (1,6+0,1 mg kg') com uma recuperagdo dentro do limite
aceitavel (87%). Na condicdo EMK2 a concentragao foi diminuida significativamente (1,1
+0,1 mg kg') obtendo recuperagdo abaixo do esperado (56%), mostrando que a
alternativa da equacao matematica neste caso nao foi eficiente para eliminar as

interferéncias presentes na amostra.

Para a amostra de solo, observou-se que a condicao EMK1 nao foi efetiva para
atenuar as interferéncias encontradas. Neste caso, apenas a condicdo EMK2 foi

eficiente obtendo-se concentragdo muito proxima do valor certificado (142 + 3).
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Estudos estatisticos foram realizados utilizando analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey, para identificar o método mais eficiente para a determinagcao de cromo

em amostras de agua, tecido de peixe e solo.

Pela analise de variancia, verificou-se que houve diferengas significativas (p < 0,05)

nos resultados das analises para as amostras de DORM-4 e NIST 2709a.

Como ndo ha especificagdo sobre a localizagdo das diferenca encontradas nas
amostras que possuem diferenga significativas (tecido de peixe e solo), foi necessario
aplicar o teste de Tukey (Tabela 11) que comparou os valores das triplicatas e também

os valores das diferentes condi¢des que foram estudadas.

Tabela 11: Teste de Tukey - Comparagao entre as concentragbes certificadas pelos
MRC’s e as concentragdes encontradas nas analises no modo padrao (P), utilizando
equagdes matematicas de correcdo (EM1 e EM2) e a combinagdo das equacgdes

matematicas com o KED vaz&do 3 mL min-' de gas He (EMK1 e EMK?2).

Amostras
NIST 1640a DORM-4 NIST 2709a
(ng L) (mg kg™) (mg kg™)

Valor Certificado 40,54+0,300 1,87 + 0,18 130.00 + 9.00

Condicgoes
P (Padréo) 45+3 @ 2,3+0,02 © 18146 P
EM1 (Equagéo 1) 37+2 2 0,83+0,08 © 182+6 P
EM2 (Equacéo 2) 3722 0,84+0,08 © 18246 P
EMK1 (Eq.1 + KED) 39+52 1,6+0,1 2 14943 b
EMK2 (Eq. 2 + KED) 39452 1,05+0,1° 142+3 @

a: nao difere significativamente do valor certificado; °: difere significativamente do valor certificado.

A partir dos dados expostos na Tabela 11, podemos concluir que nenhuma das
condicdes foi eficiente para todas as matrizes, visto que, para a amostra de agua todas
as condicbes foram eficientes, porém, para a amostra de tecido de peixe a melhor

condigdo foi EMK1 e para a amostra de solo condigado foi a EMK2, ou seja, néo foi
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possivel realizar a determinagdo de cromo em amostras de agua, peixe e solo utilizando
uma unica combinagao de equagado matematica em conjunto com a célula de colisdo

com discriminagao por energia cinética (KED).

McCURDY e WOODS (2004) evidenciam que corregdes matematicas podem ser
utilizadas para diversas analises, porém, muitas vezes nao sao eficientes quando a
matriz da amostra possui espécies que podem variar de acordo com interagbes que
ocorrem no decorrer do processo de analise. Sendo assim, a célula de colisdo com
discriminagédo por energia cinética € uma alternativa mais adequada para amostras de
matrizes complexas e variaveis, principalmente quando as espécies interferentes nao

sao completamente elucidadas.

Portanto, ndo havendo uma condigdo comum nos resultados adquiridos a partir da
utilizacdo das equagdes matematicas em conjunto com a célula de colisdo, foi
determinado como método unificado para a determinacdo de cromo em matrizes

diversas a utilizagéo da célula de colisdo com 3 mL min™' de gas He.

5.3 Avaliagao dos parametros de desempenho para o ICP-MS

Para garantir a qualidade de anadlises quimicas a partir de sua confiabilidade,
comparabilidade e rastreabilidade é necessario a realizagdo de um processo -
denominado Validacdo de Método - anteriormente a execugao das analises quimicas,
onde, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2017), é realizado
estudos experimentais para verificar se o0 método em questao atende as exigéncias das

aplicagdes analiticas assegurando a confiabilidade dos resultados.

Tal procedimento deve ser realizado na criagdo ou desenvolvimento de um novo
método analitico, ampliagbes ou modificagdes de método ja normalizado, para métodos
nao normalizados ou métodos normalizados que serao aplicados fora dos escopos para
os quais foram concebidos (INMETRO, 2018).

Visando garantir a qualidade dos resultados obtidos para a determinagao do método
otimizado neste trabalho, seis dos parametros de validagao indicados pela Anvisa e
INMETRO foram analisados. A Tabela 12 mostra os requisitos indicados pelos dois

orgaos competentes e os dados obtidos durante o processo de validagao.
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Tabela 12 - Faixa de valores obtidos no processo de validagao do método proposto.

Parametros de Validagao ANVISA e INMETRO Valores Obtidos

Abranger as

Faixa de Trabalho concentragoes que seréo (5100 ug L™
avaliadas

Coeficiente de Correlagao Linear

(Linearidade) 0,90 - 0,99 0,979 - 0,999
Desvio Padrao Relativo (Precisao) Menor que 15% 3-11%
Fator de Recuperacao (Exatidao) 80 - 110% 90 - 100%
Limite de Detecgéao (LOD) Menores possiveis 0,016 - 0,059 ug L™
Limite de Quantificagao (LOQ) Menores possiveis 0,052 - 0,098 pg L

Sendo assim, todos os valores encontrados no processo de otimizagdo do melhor

meétodo foram exatos e precisos, garantindo a confiabilidade das analises.

5.4 Aplicacao do Método Analitico Desenvolvido para todas as matrizes e

Especiacdo das amostras de Agua, Lamas e Sedimentos.

Apdés otimizagédo e desenvolvimento do método analitico foram utilizadas amostras
de agua, tecido de peixe e solo para aplicagdo do método. As amostras de agua foram
adquiridas em fontes naturais do termas da Cidade de Ibira — Fontes Saracura, Ademar
de Barros, Jorrante, Seixas e Carlos Gomes - assim como agua envasada de trés
diferentes procedéncias com e sem gas; amostras de filés de abrotea, pangasius e
tilapia adquiridas no mercado local da cidade de Sao José do Rio Preto e amostras de
lamas e sedimentos adquiridas na cidade de Mariana - MG apds o rompimento da

Barragem do Fund&o ocorrido no ano de 2015.

A Tabela 13 apresenta os valores determinados de cromo para estas amostras. Foi
empregada uma amostra de referéncia de agua NIST 1640 a para avaliagdo da exatidao

durante as determinagdes.
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Tabela 13: Concentragdes de cromo total encontradas nas amostras de agua das fontes
do termas de Ibira, amostras de agua envasadas e NIST 1640a determinadas por
ICP-MS.

Amostras de Agua

Limite 50 ug L
Estabelecido
Isétopo 52Cr
Conc. Conc.
Amostras (ug L) Amostras (ug L)
Fonte 1 11+0,3 Agua 1 10+0,8
Fonte 2 9+0,2 Agua 1 (gas) 8+04
Fonte 3 9+0,1 Agua 2 34+2
Fonte 4 10+0,5 Agua 2 (gas) 32+0,8
Fonte 5 8+0,1 Agua 3 15+0,5
NIST 1640a 42+ 2 Agua 3 (gas) 12+ 1
(MRC Agua)

Fonte 1: Jorrante; Fonte 2: Saracura; Fonte 3: Carlos Gomes; Fonte 4: Seixas e Fonte 5: Ademar Barros.

As demais s&o aguas envasadas comercializadas para consumo.

Com os resultados apresentados na Tabela 13 foi possivel observar que todas as
amostras analisadas possuem as concentracdes totais de cromo dentro dos limites
estabelecidos pelas legislagdes vigentes (50 ug L'). As amostras provenientes das
aguas das fontes naturais do termas de Ibira apresentaram concentragdes de cromo (8 +
0,1-11 + 0,3 pug L") muito préximos dos valores encontrados para a agua 1 envasada
(10+0,8e8+0,4).

BULIA, I. L. (2017) realizou estudos hidrogeoquimicos de sessenta e oito fontes de
aguas minerais envasadas dos principais sistemas aquiferos do estado de Sao Paulo
onde uma das vertentes do trabalho foi a determinagdo da faixa de concentragcado de
cromo. Os valores de cromo determinados para as amostras das aguas 1, 2 e 3

condizem com os aferidos neste trabalho onde apresentaram a mesma ordem crescente
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(1 - 3 - 2) de concentragao, sendo também encontradas altas concentragdes do analito

(73 ug L") para as amostras da agua 2.

Segundo Bertolo e colaboradores (2011), altas concentragbes de cromo estido
associadas a aguas mais profundas que possuem maior pH e Eh, onde ha grande
influéncia do intemperismo de Diopsidio (minério rico em cromo). Neste mineral o analito
esta presente em sua forma menos téxica (trivalente), porém, quando liberado em agua,
na presenga de 0xidos de manganés, o metal € oxidado a cromo hexavalente, sua forma

que possui maior mobilidade e altamente toxica (CETESB, 2013).

O Sistema Aquifero de Bauru (SAB) compreende a Fonte das Flores (agua 2) que
possui profundidade aproximada de 145 metros e tem como caracteristica aguas
alcalinas onde deduz-se que esse fato € proveniente pode ser de fluxos mais profundos
com maior tempo de residéncia o que ocasiona maior interagao agua - rocha (BULIAI. L.,
2017), consequentemente aumentando assim a concentragédo de alguns metais, como é

0 caso do cromo.

Por outro lado a agua 1 (Fonte Ibira) e agua 3 (Fonte Alvorada) sao provenientes de
fontes pertencentes aos Sistemas Aquiferos Serra Geral e Cristalino, respectivamente,
onde a profundidade do poco da Fonte Ibira € desconhecido e a fonte Alvorada possui
aproximadamente 98 metros de profundidade, explicando assim as menores
concentragdes do analito encontradas nessas amostras (BULIA I. L., 2017; BERTOLO,
2011).

Para garantir a eficiéncia das analises, foi analisado triplicatas do material de
referéncia certificado para aguas naturais (NIST 1640a) onde obteve-se concentragoes
muito proximas do valor certificado (40,54 + 0,3 ug L"), indicando a exatiddo dos valores

aferidos nessas analises.

A anadlise de especiacado foi realizada visto que a toxicidade do cromo esta
diretamente relacionada ao seu estado de oxidagdo. Sendo assim, foram determinadas

as concentragdes de cromo hexavalente e trivalente apresentados na Tabela 14.

61



Tabela 14: Concentracdes de Cr (lll) e Cr (VI) encontradas nas amostras de agua
das fontes do termas de Ibira, amostras de agua envasadas e NIST 1640a determinadas
por UV-Vis.

Amostras de Agua

Valor Estabelecido 50 ug L1

Amostras Cr Total Cr (V1) Cr (Il
(ug L) (ng L) (ng L)

Fonte 1 11+£0,3 810,07 30,1
Fonte 2 9+0,2 8+0,2 1+0,08
Fonte 3 9+0,1 8+ 0,06 1+0,09
Fonte 4 10+0,5 6+1,1 4+0,1
Fonte 5 80,1 7+0,7 1+0,02
Agua 1 10£0,8 60,1 4+0,03
Agua 1 (gas) 80,4 4 +0,06 4 +0,08
Agua 2 34+2 30 + 1 4+0,3
Agua 2 (gas) 32+0,8 30 + 1 2+0,1
Agua 3 15+0,5 11+0,9 4+0,3
Agua 3 (gas) 12 +1 80,6 4+0,3
NIST 1640a 42 +2 39+2 3+0,3

Apos efetuar as analises de especiacdo, observou-se que em todos os casos a
concentragéo de Cr (VI) foi superior a concentracéo de Cr (lll). Tal fato ocorre visto que a
maioria das espécies de Cr trivalente soluveis em agua nao ocorrem naturalmente e sao
instaveis no meio ambiente, diferente do analito em sua forma hexavalente que é
altamente soluvel e possui elevada mobilidade, estando majoritariamente presente
principalmente em ambientes aquaticos com valores elevados de pH (FRANCO, D.V.,
2008), como é o caso das amostras de agua analisadas que apresentaram pH variando

entre 7 e 10.
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Embora as concentragbes do analito em sua forma prejudicial (Cr (VI)) encontra-se
superior as concentragdes do cromo essencial (Cr (lll)), todas as amostras utilizadas
neste trabalho apresentaram valores dentro do limite determinado como seguro para

consumo humano (50 ug L") estabelecido pelas legislagdes vigentes.

A aplicagao do método em tecidos biolégicos foi realizada para as amostras de filés
de peixes e a Tabela 15 apresenta as concentragdes de cromo determinadas. Amostra

de referencia certificada DORM-4 foi empregada para avaliagdo da exatiddo do método.

Tabela 15: Concentragbes de cromo total encontradas nos filés de abrotea,

pangasius, tilapia e DORM-4 determinadas por ICP-MS.

Amostras de Peixe

Limite Aceitavel 0,1 mg kg™
Isétopos 52Cr
Conc.
Amostras (mg kg™)
Abrotea 0,056 £ 0,004
Pangasius 0,075 £ 0,009
Tilapia 0,084 + 0,01
DORM - 4 1,7+ 0,1
(MRC peixe)

De acordo com a Tabela 15 pode-se perceber que, considerando o desvio padrao de
cada medida, todas as amostras analisadas apresentaram concentracbes de cromo
abaixo do limite estabelecido como seguro para o consumo humano (0,1 mg kg™).
Menores concentragdes do analito foram encontradas no filé de abrotea (0,056 + 0,004
mg kg') enquanto valores mais proximos ao limite foram encontrados no filé de tilapia
(0,084 + 0,01 mg kg'). Dependendo da espécie do peixe, do tipo de tecido analisado e
da regido na qual foi coletado, os valores encontrados sdo diversos, variando desde

valores abaixo e consideravelmente acima do permitido.

SOUZA, G. R, e colaboradores (2009) realizaram a quantificagao de Pb, Cr, Fe, Ni,

Zn e Cu em branquias, visceras e musculo de tilapia do Nilo, lambari, piau e catfish
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adquiridos em um pesqueiro localizado na cidade de Umuarama — PR. A maioria das
concentracdo determinadas encontraram-se dentro dos limites estabelecidos pela
ANVISA para cada analito, com exceg¢ao de alguns casos em que as concentragdes de
Cu foram elevadas nas visceras do peixe Piau. Neste caso as concentra¢des de Cr em
tilapias nao foram detectadas visto que estavam abaixo do limite de deteccao da técnica

utilizada.

MORGANO, M. A. e colaboradores (2011) determinaram as concentragdes de Hg,
As, Cd, Pb e Cr em peixes Pescada, Tainha, Corvina e Sardinha para avaliar a
qualidade do pescado comercializado em Sao Paulo. Neste estudo as concentragdes
encontradas para o cromo variaram de 0,01 a 0,44 mg kg'', onde a maioria das amostras
apresentaram valores acima do estabelecido pela legislacdo vigente, indicando
preocupagao no consumo das amostras analisadas visto que tal metal é considerado

altamente cancerigeno.

Apods aplicagao do método para as amostras de peixe, o0 mesmo foi feito para as
amostras de solo. Foram analisadas amostras de lamas e sedimentos bem como um
material de referéncias certificado para solo onde as concentragbes de cromo

encontradas estao expostas na Tabela 16.

Tabela 16: Concentragcbes de cromo total encontradas nas amostras de lamas,

sedimentos e MRC determinadas por ICP-MS.

Amostras de Solo

Limite 90 mg kg™
Aceitavel
Isétopo 52Cr
Conc. Amostras Conc.
Amostras (mg kg™) (mg kg™)
Sedimento 3 140 + 2 Lama 2 127 £ 1
Sedimento 5 190 £ 1 Lama 3 132+ 2
Sedimento 8 2212 Lama 7 133+ 2
NIST 2709a 121 +2 Lama 8 146 + 1
(MRC Solo)
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De acordo com a Tabela 16, pode-se observar que em todos o0s casos as
concentragdes de cromo total encontram-se acima do limite permitido pelo CONAMA (90
mg kg') para material dragado. Nota-se que as concentragbes de cromo aumentam
conforme a localizagdo de coleta da amostra (Figura 3, pag. 37), onde o sedimento
coletado da localizagéo final 8 apresenta maior concentragdo (221 mg kg') comparado
com as localizagbes 3 e 5 anteriores (140 e 190 mg kg™, respectivamente). O mesmo
ocorreu para as amostras de lama que tiveram concentragdes crescentes a medida que

avancgou-se o local de coleta.

A maioria das analises de cromo em solos resultam em concentragdes entre 2 e 60
mg kg'(AZEVEDO, CHASIN, 2003) que variam de acordo com o tipo de solo, porém,
grande é a preocupacdo com altas concentragbes de metais tdxicos encontrados em
locais especificos onde ocorreram acidentes ou atividades antrdpicas que afetam a
qualidade do ambiente em questdo. Algumas tecnologias de remog¢ao de cromo sao
utilizadas a partir de métodos convencionais de escovacgao, disposicdo, bombeamento e
tratamento da agua subterranea local. Métodos de lavagem ou extragdo com solventes
também sdo utilizadas para realizacdo da separacdo deste metal contido no solo
contaminado, porém, muitas vezes nao sao viaveis em grandes areas de contaminagao
(FRANCO D.V., 2008).

MATOS, W.O e colaboradores (2008) realizaram a determinagdo e analise de
especiagao de cromo em amostras de solo acidentalmente contaminado com solucao
sulfocrémica, onde - como esperado - as concentragdes de cromo total (92 - 191 mg kg™')
encontraram-se acima do limite estabelecido pelo CONAMA para este tipo de solo (75
mg kg™'). Neste estudo as concentragdes de Cr (VI) estiveram abaixo do limite de
detecgdo (0,01 mg kg') indicando a interconversdo praticamente total das espécies de

Cr (VI) para a espécie menos toéxica Cr (lll).

FRANCO D. V. (2008) realizou a determinagao de cromo total e de suas espécies -
Cr (Ill) e Cr (VI) - em amostras de solo de uma area localizada no Sudeste do Brasil
onde havia uma fabrica de sais de cromo com atividade durante 30 anos e desativada
em 1996. As amostras de solo foram coletadas em regido ndo afetada para controle (S -
01), no centro da antiga propriedade (S - 02) e na extremidade externa desse local (S -
03). As amostras de controle tiveram baixas concentragdes de Cr total, Cr (lIl) e Cr (VI) -

20; 18,5 e 1,5 mg kg' - estando abaixo dos limites estabelecidos. Por outro lado, as
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concentragbes de S - 02 (1184; 526 e 658 mg kg') e S -03 (1706; 1306 e 400 mg kg")
para cromo total, Cr (lll) e Cr (VI), respectivamente, encontraram-se extremamente
acima do indicado como valor critico para area industrial pelo CONAMA (400 mg kg™'),
indicando a alta contaminagdo mesmo apdés muitos anos de desativacdo da atividade

industrial.

Posteriormente foram realizadas analises de especiagao para entdo determinar as
concentragbes de cromo em sua forma tri e hexavalente. Os resultados encontrados

estdo expostos na Tabela 17 a seguir.

Tabela 17: Concentracdes de Cr (lll) e Cr (VI) nas amostras de lamas, sedimentos e
MRC determinadas por UV-Vis.

Amostras de Sedimentos e Lamas

Cr Total Cr (V1) Cr (Il
90 mg kg
Valor Permitido

Sedimento 3 141+£2 2+0,1 139 £ 1

Sedimento 5 190 £ 1 1112 179 £ 1

Sedimento 8 2212 11+2 210 + 1
Lama 2 127 £ 1 20+ 8 107 + 0,4

Lama 3 132+ 2 16 +3 116 + 1

Lama 7 133+ 2 16+ 4 117 + 1

Lama 8 146 £ 1 11+2 135+ 1

NIST 2709a 121+ 2 88 +2 33+ 1

De acordo com a Tabela 17 foi possivel notar que em todos as amostras analisadas
as concentragdes de Cr hexavalente sao significativamente menores do que a
concentracao de Cr trivalente. Tal fato ocorre pois o Cr (VI) pode ser facilmente reduzido
a Cr(lll) no solo pela transferéncia de elétrons na superficie mineral, a partir de reagdes
de oxirredugdo que ocorrem com o auxilio de espécies inorganicas, espécies organicas
nao - humicas (como carboidratos e proteinas), ou redugédo por substancias humicas

contidas no solo, principalmente em condigdes acidas (MATOS, W.O. et al., 2008).
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Alguns estudos de cinética da redugcéao do Cr em solos indicam que o tempo de meia
vida para a redugao de Cr (VI) a partir de substancias humicas em meio altamente acido
€ de aproximadamente 72 horas e para uma faixa de pH entre 4 e 7 esse processo pode
ocorrer num periodo de varios dias, onde grande parte do Cr (VI) & convertido a Cr (lll)

que € mais estavel nessas condi¢ées (FRANCO, 2008).

As amostras de sedimentos e lamas analisadas foram coletadas alguns meses apés
o rompimento da Barragem do Funddo que ocorreu no ano de 2015. Acredita-se que
grande parte do Cr em sua forma mais toxica - Cr (VI) - tenha passado pelo processo de
interconversao para a forma menos toxica - Cr (lll) - evidenciando a maior concentragao
dessa espécie nas amostras. O pH encontrado nas amostras variaram de 6,8 a 9
caracterizando as amostras como neutras ou basicas, o que pode ter evitado que todo o

Cr hexavalente tenha sido convertido em Cr trivalente.

6. Conclusao

Pode-se concluir que os objetivos pretendidos foram alcangados. Foi possivel
avaliar as principais interferéncias do cromo (*°Ar'2C*, 35CI'®Q'H*, 38Ar'4N*, 3°CI'70O*) a
partir das analises de HNO3, HNO3/HCI (3:1) e CsHgO7 onde determinou-se que as
interferéncias provenientes de cloreto e carbono (3®CI'O'H*, 35CI'7O*, 40Ar'2C*)
apresentaram maior influéncia nas analises do metal. Concomitantemente, foi possivel
avaliar a eficiéncia da utilizacdo do modo KED como estratégia de corregcao obtendo - se

melhores recuperacgdes.

Foi possivel desenvolver a melhor condicdo experimental para as amostras de
interesse (agua, tecido de peixe e solo) baseado nos estudos realizados utilizando
quatro vazoes distintas de gas He (1, 2, 3 e 5 mL min™'), duas equagGes matematicas de
correcao e as duas estratégias de correcéo aplicadas em conjunto. Pode-se concluir que
as equacbes matematicas de correcdo e o modo padrao nao foram suficientes para

atenuar as interferéncias encontradas nas diversas matrizes.

Apods todos os estudos e analises estatisticas foi possivel concluir que a célula de
colisdo com vazao de gas He de 3 mL min™ foi eficiente para atenuar significativamente

as interferéncias poliatbmicas para as trés matrizes estudadas.
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O método desenvolvido foi aplicado em amostras de agua de consumo e tecido de
peixe e amostras de solo, onde foi possivel determinar as concentragdes totais de cromo.
Foi possivel realizar analises de especiacdo quimica do cromo para as amostras de
agua e solo onde as concentragdes de Cr (VI) foram determinadas utilizando o método

de difenilcarbazida em UV-Vis.

As amostras de agua e tecido de peixe analisadas neste trabalho apresentaram
concentragbes de cromo dentro do limite estabelecido pelas legislagbes vigentes
especificas para cada matriz evidenciando a auséncia de riscos a saude humana ao
consumir este tipo de produto. Porém, para as amostras de lama e sedimento os valores
de Cr encontram-se acima do estabelecido pelo CONAMA, indicando uma situagcao de
alerta para a area afetada por esse material, ja que altas concentragcbes desse

contaminante pode casar varios danos a saude humana e aos ecossistemas.
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