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RESUMO

Neste trabalho sdo apresentados métodos desenvolvidos para determinagdo
direta de Al, Cr, Cu e Zn em amostras de folha de cana-de-actcar usando amostragem
direta de suspensdo e deteccdo por GF AAS. As amostras vegetais foram desidratadas e
moidas em diferentes granulometrias (106 pum, 75 pum e 53 um). Amostras com
granulometria menor do que 53 um associadas aos agentes estabilizantes acido nitrico
5% v/v e a mistura &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v foram as mais
adequadas para o preparo das suspensdes. A melhor estratégia para homogeneizacao da
suspensdo foi o borbulhamento com ar, porém, com interrupcdo no momento da
amostragem (stop-flow). A otimizacao das condigOes experimentais para a determinacgéo
de Al, Cr, Cu e Zn por GF AAS incluiu estudos dos efeitos de matriz, utilizacdo de
modificadores quimicos e a otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo. Na
determinacdo de Al e Cr foi utilizado 0 Mg(NO3), como modificador quimico, enquanto
que para o Zn foi usado o Pd como modificador, ja para a determinacdo do Cu néo foi
necessario a utilizacdo de modificador quimico. As melhores temperaturas de pir6lise e
atomizacéo obtidas foram 1700°C e 2400°C para Al; 1500°C e 2300°C para Cr; 1000°C
e 2100°C para Cu e 1100°C e 2100°C para Zn. Os efeitos de matriz foram avaliados
pela comparacao dos dados obtidos com o0 método das adi¢bes de padrdes e com a curva
analitica em meio aquoso. A exatiddo do procedimento proposto foi avaliada pela
comparagdo com os dados obtidos usando a técnica de espectrometria de emissdo Otica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). O método otimizado foi utilizado para
analise direta de amostras em suspensdo de folhas de cana-de-aglcar. As amostras
apresentaram valores entre 6,03 a 56,70 pg g ~ para o Al; 23,95 a 472,79 ug g “* para o
Cr; 11,59 a 19,38 ng g "L para o Cu e 15,14 a 26,44 ug g "} para 0 Zn. Os resultados
obtidos demonstraram que a andlise direta de suspensdes por espectrometria de
absorcdo atdbmica em forno de grafite (GF AAS) apresenta-se como alternativa factivel
para estudos envolvendo o diagnostico e corregdo de desequilibrios nutricionais das

plantas.

Palavras-chave: Cana-de-agUcar. Suspensdes. Preparo de Amostras. Metais. GF AAS.



ABSTRACT

In this work developed methods for the direct determination of Al, Cr, Cu and
Zn in leaf samples of sugarcane using slurry sampling and detection by GF AAS are
presented. Leaf samples were dried and ground at different particle sizes (106 um, 75
um and 53 um). Samples with granulometry smaller than 53 pum associated with the
stabilizing agents nitric acid 5 % v/v and the mixture nitric acid 5% v/v:Triton X-100
0.04% v/v were the most suitable for the slurry preparation. The best strategy for slurry
homogenization was the bubbling with air. However, this was stopped during the
sampling step (stop-flow). The optimization of the experimental conditions for the
determination of Al, Cr, Cu and Zn by GF AAS included studies of matrix effects, the
use of chemical modifiers and optimization of the temperatures of pyrolysis and
atomization. In the determination of Al and Cr, Mg(NOg3), was used as chemical
modifier, while for the Zn, Pd was used. The use of a chemical modifier for Cu
determinations was not necessary. The best pyrolysis and atomization temperatures
obtained were 1700°C and 2400°C for Al; 1500°C and 2300°C for Cr; 1000°C and
2100°C for Cu and 1100°C and 2100°C for Zn. The matrix effects were evaluated by
comparing data obtained by using the method of standard additions and analytical
curves in an agueous medium. The accuracy of the procedure was evaluated by
comparison with the data obtained using the technique of inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP OES). The optimized method was used for direct
analysis of a series of slurry samples of sugarcane leaves. Values between 6.03 to 56.70
ng g * for Al; 23.95 to 472.79 pg g * for Cr; 11.59 to 19.38 ug g * to Cu and 15.14 to
26.44 ug g * for Zn were found. The results demonstrate that the direct analysis of
slurry samples by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS) presents
itself as a feasible alternative for studies involving the diagnosis and correction of

nutritional imbalances of plants as sugarcane.

Keywords: Sugarcane. Slurry. Sample Preparation. Metals. GF AAS.
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1 INTRODUCAO

Informacgdes a respeito da composi¢do quimica das plantas sdo importantes, pois
permitem a comparacdo de diferentes tipos de adubacdo com extracdes e translocacdes
de nutrientes através da planta como um todo ou parte dela, permitindo que a
fertilizacdo possa ser direcionada ou corrigida. Essas informacdes, além de possibilitar o
diagnostico do balango nutricional dos tecidos vegetais, também identificam a presenga
de substancias toxicas que podem comprometer o crescimento da planta e sua
produtividade.

Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias de baixo custo que permitam a
deteccdo réapida, exata e precisa de espécies metélicas importantes para o0
desenvolvimento das plantas, como por exemplo, a analise direta de suspensdes por
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GF AAS), apresenta-se como
alternativa factivel para estudos envolvendo a correcdo de desequilibrios nutricionais
em matrizes vegetais.

O aluminio e o cromo foram escolhidos para esse estudo, porque destacam-se entre
0S metais mais toxicos aos cultivos agricolas no territorio brasileiro. J o cobre e 0 zinco
foram selecionados por serem micronutrientes de requerimento relativamente pequeno,

porém, causadores de sintomas severos e irreversiveis de deficiéncia mineral na planta.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR

O Brasil € considerado o maior produtor mundial de cana-de-agicar, uma das
culturas agricolas mais importantes do mundo. A cana-de-agucar foi trazida para o
Brasil pelos primeiros colonizadores, sendo utilizada principalmente para a producéo de
acucar e de alcool, e também como recurso forrageiro na alimentacdo de ruminantes. A
utilizacdo da cana-de-actcar como recurso forrageiro, apresenta uma série de vantagens
importantes, tais como, pequena taxa de risco na sua utilizagdo como forragem, o baixo
custo por unidade de matéria seca produzida e a sua maturidade coincidindo com o
periodo de escassez de outras pastagens (AZEVEDO et al., 2003; VALE et al., 2011).

Para aumentar a producdo da cana-de-agucar é necessario controlar os fatores
produtivos, como por exemplo, o adequado fornecimento de nutrientes para atender as
exigéncias nutricionais da cultura, pois eles podem limitar o crescimento e produgéo do
vegetal. Apesar da importancia dos nutrientes para a cultura da cana-de-agUcar, existe
uma caréncia de estudos envolvendo a supressdo de nutrientes e seus reflexos nos
sintomas visuais, no estado nutricional e no crescimento da cultura. A falta ou o excesso
de um nutriente pode proporcionar efeitos semelhantes em diferentes espécies vegetais,
devido a similaridade das fun¢des dos mesmos. No entanto, € comum a existéncia de
efeitos diferenciados entre e dentre espécies, como resultado da expressdo genética,
influenciada pela deficiéncia ou toxicidade dos nutrientes. Portanto, é importante
acompanhar os efeitos da supressdo dos nutrientes na nutricdo das plantas para a

maximizacdo do retorno econdmico da atividade canavieira (VALE et al., 2011).

2.2 MACRO E MICRONUTRIENTES

Além de carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), os vegetais necessitam de uma
série de outros nutrientes. Macronutrientes, tais como, nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), sdo exigidos em maiores
quantidades (kg/ha). Micronutrientes, como boro (B), cloro (CI), cobre (Cu), ferro (Fe),
manganés (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn), séo exigidos em menores quantidades
(g/ha). A deficiéncia de qualquer desses nutrientes no solo ou no adubo pode levar a

uma reducdo na produtividade da cana-de-agucar (FILHO et al., 1994).
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Segundo Filho et al. (1994), cobre e zinco sdo os micronutrientes mais limitantes
para a cultura da cana-de-agucar no Brasil. Deficiéncias de Cu e de Zn situam-se entre
as mais importantes em solos brasileiros. Essas deficiéncias podem ser atribuidas a
pequena reserva natural desses micronutrientes e as suas baixas disponibilidades, os
quais se encontram, predominantemente, nas formas oxidadas e complexadas, nédo
disponiveis as plantas (NASCIMENTO & FONTES, 2004).

O cobre é um micronutriente essencial para as plantas, pois € componente de
diversas enzimas que catalisam o fluxo de elétrons e as reacGes de oxirreducdo nas
células. Também participa do metabolismo de carboidratos e do nitrogénio, da sintese
de lignina e de clorofila (SANTOS et.al., 2004; SANTOS, 2006). No solo, o cobre se
encontra geralmente na forma de fon Cu?" e sua concentracdo na solugdo do solo
encontra-se na faixa de 6 a 8 mg kg™. O cobre encontra-se mais fortemente ligado a
matéria organica do solo do que outros micronutrientes catidnicos, como Zn®* e Mn**
(SANTOS, 2006).

A deficiéncia nutricional de cobre pode causar manchas verdes (“ilhas™) em folhas
de cana-de-actcar como mostrado na Figura 1. Quando a deficiéncia é severa as folhas
sdo eventualmente descoloridas que se tornam finas como papel e enroladas, colmos e
meristemas perdem a turgidez (doenca do "topo caido™), adquirem aparéncia semelhante
a borracha e apresentam perfilhamento reduzido (FILHO et al., 1994). Por outro lado,
em elevadas concentragbes na solucdo do solo, o cobre pode manifestar toxidez,
caracterizada por necrose das folhas, desfolnamento precoce e diminui¢do da
ramificacdo da parte aérea e raiz (BORKERT et al., 1994), causando significativas
perdas de produtividade. As propriedades fisico-quimicas de cada solo, tais como pH e
conteldo de matéria organica, irdo determinar a sua fitotoxicidade (SANTOS et al.,
2004).

O zinco é um micronutriente que atua como ativador enzimatico. E responsavel
pela sintese de proteinas, aminoécidos e um precursor da auxina (acido indolacético),
envolvido no processo de enraizamento (ORIOLI JUNIOR et al., 2008; ABRANCHES
et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). O zinco é absorvido pelas plantas na forma de
cation bivalente (Zn*?) e, em seguida, transportado para as folhas pelo xilema, onde é
facilmente redistribuido, pelo floema, acumulando-se nas raizes (OLIVEIRA et al.,
2010).

Os solos brasileiros geralmente apresentam baixas concentracbes de zinco
(RIBEIRO & SANTOS, 1996). Na auséncia deste mineral hd o acimulo de
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aminoacidos, principalmente nas partes mais jovens da planta, devido a reducdo da
sintese proteica. Os efeitos da deficiéncia de zinco nas folhas podem ser constatados
pela formacdo de estrias cloroticas na lamina foliar, que sobrepéem e formam uma faixa
larga de tecido clordtico de cada lado da nervura central, mas ndo se estendendo a
margem da folha, exceto em casos severos de deficiéncia (Figura 2). Outro efeito da
deficiéncia de zinco é a clorose que inicia-se vascularmente produzindo faixas
longitudinais verde-claras ao longo das margens das folhas e verde-escuras ao longo da
nervura central e das margens. Inicialmente, os tecidos internervais das folhas
permanecem verdes, mas logo toda a lamina foliar pode tornar-se clorotica, estendendo-
se para a base. Outras caracteristicas do problema séo as folhas perceptivelmente curtas
e largas na parte media e assimétricas, necrose na ponta da folha quando a deficiéncia é
severa podendo progredir da base para a ponta da lamina foliar, perfilhamento reduzido
e internddios mais curtos e colmos finos que podem perder a turgidez (elésticos)
(FILHO et al., 1994). Porém, em altas doses, esse nutriente pode afetar o
desenvolvimento das raizes (OLIVEIRA et al., 2010), além de interferir na absorcéao de
ferro e fosforo (ABRANCHES et al., 2009).

Figura 1 - Deficiéncia de cobre: a folha de cana-de-agUcar apresenta clorose

uniforme seguida de pontuacdes verde-escuras (ilhas)

Fonte: FILHO et al., 1994
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Figura 2 - Deficiéncia de zinco: a folha de cana-de-agUcar fica mais susceptivel ao

ataque de fungos

Fonte: FILHO et al., 1994

2.3 ESPECIES METALICAS TOXICAS

Ocorréncia de metais toxicos em solos agricolas € um problema grave e persistente.
A contaminacdo dos solos com espécies metalicas toxicas, mais conhecidas como
metais pesados, tem ocorrido em decorréncia do uso indiscriminado de insumos
agricolas e do avango da atividade industrial ilegal. Os poluentes liberados por residuos
industriais contém quantidades apreciaveis de Al e Cr. Alguns fertilizantes organicos e
inorganicos também contém uma quantidade consideravel de Al e Cr. Além disso, a
disponibilidade desses elementos no solo aumenta significativamente com a diminuicdo
do pH do solo, tem-se dado enfoque tanto para a adaptagdo das plantas ao solo como do
solo as plantas, pois as pastagens, em geral, ocupam solos inférteis (ALl et al., 2011).

Em razdo dessas caracteristicas, o AI**

assume papel importante em relacdo as
trocas idnicas em solos acidos, aumentando os niveis toxicos deste na solucgdo do solo,

condigdes estas que sdo extremamente limitantes ao crescimento e a produtividade
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(ISHITANI et al., 2004). A solubilidade do aluminio no solo e, conseqlientemente, sua
toxidez s&o influenciadas por varios fatores, incluindo pH, tipo de argila predominante,
concentracdo de sais na solucdo do solo e teor de matéria organica do solo (FOY, 1974;
SILVA, 1997). Em geral, a toxidez de aluminio € mais comum em solos com pH abaixo
de 5,5, mas é particularmente severa em pH abaixo de 5, situacdo em que a solubilidade
de aluminio aumenta acentuadamente (MAGISTAD, 1925).

A redugdo da taxa de crescimento radicular de plantas sensiveis tem sido
considerada o principal efeito de niveis toxicos de aluminio, que afeta o alongamento e
a divisdo celular. Essa restricdo diminui a capacidade da planta absorver agua e
nutrientes do subsolo em virtude do enraizamento superficial, tornando-a menos
produtiva e mais susceptivel a seca. Uma alternativa para reduzir esse efeito toxico
nesses solos é a incorporacdo profunda de corretivos e de fertilizantes. Entretanto, as
técnicas atualmente disponiveis para este fim sdo consideradas impraticaveis, tanto por
ndo se conhecer uma metodologia que permita controlar adequadamente o aluminio
permutavel na parte superficial dos solos, quanto por causa dos custos dos corretivos e
de sua aplicacéo, e da grande extensdo de areas de solos que apresentam acidez nociva
em grau consideravel (FERREIRA et al., 2006).

Como a utilizacdo de corretivos do pH do solo nem sempre apresenta viabilidade
técnica ou econdmica, sdo realizadas pesquisas para o desenvolvimento de gendtipos
tolerantes a esse estresse (HARTWIG et al., 2007). Consequentemente, 0S mecanismos
e as bases genéticas para a tolerancia ao AI** tém sido intensamente investigados
(BENITO et al., 2010). Esses efeitos assumem maior importancia porque quase 68%
do territério nacional possuem solos acidos (COCHRANE et al., 1982).

Os sintomas da toxidez por aluminio nem sempre sdo facilmente identificaveis.
Os sintomas foliares assemelham-se a deficiéncia de foésforo (folhas de crescimento
anormal; coloracdo purpura nos colmos, nas folhas e nas nervuras) ou a deficiéncia de
calcio (enrolamento das folhas jovens, colapso do &pice da planta e dos peciolos),
(FURLANI, 1989). As raizes danificadas por aluminio sdo caracteristicamente curtas,
grossas e quebradicas, com poucas ramificacOes finas, e séo, portanto, pouco eficientes
na absor¢do de agua e de nutrientes do subsolo (FOY, 1976; KOCHIAN, 1995).

O cromo é um dos principais poluentes lancados pelas industrias. As principais
fontes de contaminacdo ambiental de cromo séo o0s curtumes, a industria galvanica e o0s
fertilizantes. A utilizagdo de fertilizantes, além de possibilitar o rapido crescimento da

planta, como por exemplo a cana-de-agucar, facilita o controle do processo da eroséo.
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No entanto, a utilizacdo desses fertilizantes e herbicidas contendo diferentes
concentragdes de cromo, sdo 0s principais pontos negativos do cultivo da cana-de-
acucar (LABRA et al., 2010; CORBI et al., 2008).

O cromo é amplamente distribuido no solo, agua e material biologico e ocorre no
intervalo de 5 a 1000 mg Kg™ no solo. Ha duas principais formas de cromo disponiveis
no solo, Cr** e Cr® e este Gltimo é mais movel e toxico para as plantas,
consequentemente, pode ser apropriado usar o termo toxicidade de Cr nas plantas, em
vez de toxicidade de Cr trivalente ou hexavalente (GYANA & PREMANANDA, 1998).

A exposicao das plantas a longo prazo a estresse por cromo apresentam respostas
fisiologica diversas, tais como reducdo no crescimento e diminuicdo da relacdo parte
aerea/raiz. Os efeitos toxicos do cromo sobre o crescimento e desenvolvimento da
planta incluem alteracBes no processo de germinacdo, bem como no crescimento de
raizes, caules e folhas, que podem reduzir a producdo total de matéria seca e também da
produtividade. Adicionalmente, o cromo também provoca efeitos deletérios sobre os
processos fisioldgicos das plantas, tais como respiracdo celular, fotossintese e nutricdo
mineral (SHANKER et al., 2005; CASTILHOS et al., 2005).

O cromo ¢ relatado por interagir com a nutri¢do de ferro (Fe ) nas plantas, enquanto
um baixa concentragdo de Cr diminui a clorose em plantas deficientes em Fe, uma alta
concentragdo de Cr induz clorose de ferro e reduz a atividade de enzimas (GOPAL et
al., 2009). Vazquez (1987) relatou que na presenca de Cr, alteracbes nas raizes das
plantas, inibem a absorcdo de agua.

A absorcdo e distribuicdo de cromo em plantas é de grande interesse para
determinar a absorgéo e padréo de distribuicdo de metais em diferentes partes vegetais,
especialmente nas partes comestiveis, devido a crescentes problemas de toxicidade

causada por metais no sistema solo-planta (BAXTER et al., 1983).

2.4 QUANTIFICACAO DE ESPECIES METALICAS EM AMOSTRAS VEGETAIS

Na determinagdo de constituintes inorganicos em amostras vegetais, sejam eles
essenciais ou toxicos, € necesséria a utilizacdo de técnicas com alta sensibilidade e
exatidao. Para tanto, € comum o emprego de técnicas analiticas sensiveis, tais como, a
espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacdo em chama (F AAS), a
espectrometria de absorcdo em forno de grafite (GF AAS), espectrometria de emissédo

Optica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de
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massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (TAYLOR et al., 2000, EBDON
et al., 1995, GARCIA et al., 1992, TAKUWA et al., 1997).

As técnicas que apresentam fonte de plasma (ICP), possuem como principal
vantagem a analise multi-elementar, sendo possivel em alguns casos, a determinacgéo de
varios elementos em uma Unica andlise. No entanto, sdo técnicas que necessitam de
equipamentos de maior custo, bem como seus insumos; nem sempre é possivel a
introducdo direta da amostra, necessitando uma digestdo prévia da amostra (FEIST et
al., 2008; VIEIRA et al., 2005).

24.1 GF AAS

Para determinacdes monoelementares, a técnica de GF AAS é uma técnica bem
estabelecida, onde cada analito requer programas de tempo/temperatura especificos, o
volume de amostra necessario para uma analise é geralmente pequeno, é comum se
analisar amostras de volume inferior a 100 plL. Para se fazer medidas por GF AAS é
necessario estabelecer um programa de aquecimento apropriado para controlar as etapas
de secagem, de pirolise e de atomizacdo (Figura 3). Este programa otimizado permite
vaporizar o solvente bem como reduzir os constituintes da matriz, antes da atomizacéo
do analito, a fim de se reduzirem eventuais interferéncias. Cada elemento (numa
determinada matriz) possui uma temperatura de pirdlise e uma de atomizacao
caracteristicas (FRESCHI et al., 2000).

Figura 3 - Programa de temperatura de um forno de grafite

4 - limpeza

3 - atomizagdo

2 - pirdlise

Temperatura / °C

1 - secagem )
5 - resfriamento

Tempo /s

Fonte: OLIVEIRA, 2009
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Mesmo ocorrendo etapas distintas pode haver perdas de analito na etapa de pirolise
ou a presenca de concomitantes da amostra ainda ndo eliminados na etapa de
atomizacdo, causando interferéncias. A modificacdo quimica é uma pratica comum em
determinac6es por GF AAS cuja funcdo é aumentar a estabilidade térmica do analito
e/ou a eficiéncia da etapa de pirolise por aumento na volatilizacgdo da matriz,
eliminando, assim, interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na
amostra. O modificador quimico pode atuar de duas formas: combinando-se com o
analito, aumentando sua estabilidade térmica ou combinando-se com a matriz
aumentando sua volatilidade (FROES et al., 2006; WELZ & SPERLING, 1999).

Um modificador quimico é normalmente uma solucéo concentrada contendo um
ou mais compostos quimicos que é adicionada a aliquota da amostra no forno de grafite
através do amostrador automatico ou diretamente no tubo de grafite pouco antes da
introducdo da amostra. A solucdo apresenta uma alta concentracdo de modo a favorecer
as reacdes entre os concomitantes, analito e o modificador (NOBREGA et al., 2004).
Sao varias as espécies empregadas como modificadores, no entanto uma mistura dos
sais nitrato de paladio e nitrato de magnésio é aquela que se destaca como uma das mais
usadas em determinacdes de diversos analitos, sendo por essa razéo classificada como
universal (VOLYNSKII, 2003).

2.4.2 Andlise direta de suspensdes por GF AAS

Entre os principais objetivos da quimica analitica estdo o aperfeicoamento e a
simplificacdo das operagdes preliminares no sentido de minimizar a interferéncia
humana no processo analitico, sem comprometer, no entanto, a qualidade do resultado
obtido (MAGALHAES & ARRUDA, 1998). Nesse sentido a técnica de espectrometria
de absorcdo atdbmica com atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS)
associada com a amostragem direta de sélidos ou suspensdo € uma estratégia
interessante para a determinagdo de elementos-tragco em amostras vegetais, tais como,
espinafre, folhas de tomate e pepino; em amostras de sedimentos marinhos, solos,
alimentos, peixes, sedimentos de rio, sangue humano, cerveja, entre outras (STEPHEN
et.al., 1985; RESANO et al., 2006; PHOUNG et al., 1995; BARRERA et al., 1994;
HINDS et al., 1988; STEPHEN et al., 1987; MADRID et al., 1990; EPSTEIN et al.,
1989; XIAO-QUAN et al., 1988, CERVERA et al., 1991).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DPhuong,%2520D.D.T.%26authorID%3D25948866400%26md5%3D83a20b8a17afc0cac5285cf6fcc4522e&_acct=C000037520&_version=1&_userid=686369&md5=7d2a405a04a909caaf72869db28bc16f
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMichael%20W.%20Hinds
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A etapa de preparo de amostra é critica em qualquer procedimento analitico, visto
que a digestdo de amostras por via Umida ou seca pode ocasionar a perda de analito por
volatilizagdo, formagdo de residuos insoluveis, aumento da possibilidade de haver
contaminacdo, necessidade de acidos concentrados, condicdes drasticas de temperatura
e pressdo, alem do dispéndio de tempo (LIMA et al., 2001, MILLER-LHLI, 1988).

A associacdo da técnica de GF AAS com a amostragem em suspensdo oferece
vantagens potenciais na velocidade de andlise e também sobre os procedimentos
convencionais de preparo de amostra (via Umida e via seca) incluindo, (i) reducdo no
tempo de preparacdo de amostras, (ii) diminuicdo da possibilidade de perdas do analito
por volatilizacdo antes da analise, (iii) reducdo de perdas de analito relacionadas a
formacao de residuos insoluveis, (iv) possibilidade de emprego de injetores automaticos
e (v) menor possibilidade de contaminacdo da amostra (ALVES et al., 2001; MILLER-
LHLI, 1993; PADILHA et al., 2011; STEPHEN et al., 1985, BARALNIEWIEZ et
al., 2007).

Entre as vantagens da técnica destaca-se, a habilidade de trabalhar com pequenos
volumes de amostra, o tubo de grafite pode agir como um reator quimico dispensando a
necessidade de decomposicdo prévia da amostra (analise direta), atingindo excelentes
limites de deteccdo, € uma técnica seletiva e de relativo baixo custo operacional
(OSHITA et al., 2003; FERNANDES et al., 2003; SANTOS et al., 2001, MILLER-
LHLI, 1994).

Usando F AAS, Dias et al. (2011) desenvolveram um procedimento analitico para
determinacdo de suspensdo em folhas de mandioca em pdé em uma mistura liquida
constituida por HNO3, HCI, e H,0,, apds um processo de ultra-sons . O procedimento
foi validado por comparacdo dos resultados obtidos com a aplicacdo do processo de
digestdo e a analise dos materiais de referéncia certificados de folhas de macieira. Sendo
que os resultados encontrados estdo de acordo com os valores certificados.

Sanches-Moreno et al. (2010) realizaram andlise direta de cobre, niquel, caddmio e
chumbo em niveis muito baixos de concentracdo em folhas, usando GF AAS e a
introdugdo de amostras em suspensdo. Diferentes parametros que influenciam a
preparacdo nas suspensGes de amostras como, teor de &cido, presenca de agentes
estabilizantes e de sonda de ultra-sons foram estudados. Pardmetros instrumentais como
modificador quimico, temperatura e tempos de secagem, pirolise e atomizacdo foram

otimizados. O método foi aplicado para analise de metais em um material de referéncia
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de pinheiro e a metodologia tem sido utilizada com sucesso em determinacGes de metais
nas amostras reais de folhas.

Bezerra et al. (2010) usaram a técnica de amostragem de suspensdo para
determinar manganés e zinco em folhas de cha, usando espectrometria de absor¢édo
atdbmica . As proporcdes na fase liquida das suspensdes compostas por solucdes de HCI,
HNO;3 e Triton X-100 foram otimizadas, utilizando 200 mg de amostra moida em um
moinho de bolas de carboneto de tungsténio (tamanho de particulas < 100 um ). A
precisdo do método foi confirmada pela analise de materais certifcados com folhas de
maca e folhas de espinafre. Os resultados foram comparados com os obtidos por um
procedimento de digestdo acida. N&do houve diferenca significativa entre os resultados
obtidos pelos dois métodos com base em um teste t pareado ( ao nivel de confianca de
95%).

No trabalho de Dias et al. (2009) a amostragem de suspenséo foi utilizada de modo
a encurtar o tempo de analise e para minimizar os problemas associados com o
tratamento da amostra solida, tais como digestdo &cida, a contaminagdo da amostra e a
perda de analito. As amostras de folhas de mandioca foram lavadas com Extran 10%
v/v, logo seguida foram secas numa estufa a 60°C, triturou-se num moinho de bolas, e o
material obtido foi peneirado em malha de 100 um e analisadas por AAS. As analises
de material de referéncia certificado de folhas de espinafre e macd evidenciaram a
precisdo do método.

A fim de avaliar o método de suspensdo em ICP OES como um método alternativo
para a analise de cha, Mokgalaka et al. (2004) determinaram as concentragdes de seis
elementos, Al, Ba, Ca, Mg, Mn e Zn. A calibracdo foi realizada com solu¢cbes padrédo
tanto aquosas ou usando o método de adi¢des de padrao. Inicialmente, a folha de cha foi
moida por 3 h antes da prepara¢do. Um processo de carbonizacdo foi incluido antes da
amostra moida. O tempo de moagem foi reduzido para apenas 30 min. Para
comparacgdo, o cha também foi digerido em acido para ser introduzido no plasma como
uma solucdo aquosa. A precisdo do método foi verificada através da analise de um
material de referéncia certificado de cha. O teste t de Student mostrou que os valores
obtidos utilizando-se para a suspensdo foram proximos dos valores certificados em um
nivel de confianca de 95%.

Chen (2003), utilizou politetrafluoretileno (PTFE) como um modificador quimico
para determinacdo direta de elementos trago como Cu e Zn, em amostras ambientais em

GF AAS com amostragem de suspensdo. O método proposto foi aplicado para a
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determinacéo direta dos elementos-traco em folhas de arvore de canfora e material de
referéncia padrdo (a amostra combinada de ramo e folha de arbusto), com resultados
satisfatorios.

Um método para a determinacdo de titdnio em GF AAS com a amostragem em
suspensdo foi desenvolvida por Sorlie & Wibetoe (2003), em varios niveis de
concentracdo em materiais de referéncia certificados, como cabelo humano em po,
galhos e folhas de arbusto e solo, as determinagOes de Ti foram feitas com
modificadores (BaF, and NH4F) e sem modificador, a precisdo foi melhor para o
material com o mais alto teor de titanio, apesar do fato de apenas 3 mg de amostra terem
sido introduzidas.

Engelsen & Wibetoe (2000), determinaram Al, Cu, Li e Mn em agulhas de pinheiro
e em ramos e folhas do arbusto, em suspensdo obtidas com o emprego de ultra-som e
analisadas por GF AAS. A densidade dos materiais foi determinada por dois métodos ,
utilizando um analisador de particulas Coulter e por meio de um método gravimétrico.
Os dois métodos apresentaram exatiddo e precisdo similar. Modificadores quimicos ndo
foram necessarios e a analise de dois materiais de referéncia certificado de plantas
confirmaram a exatiddo do método . Além disso nenhuma diferenca significativa foi
encontrada para analises das amostras digeridas e em suspensao.

Mierzwa et al. (1998) realizaram a determinagdo comparativa de bario, cobre,
ferro, chumbo e zinco em amostras de folhas de cha por duas técnicas de espectrometria
atdbmica. Na primeira, a amostragem de suspensdo em GF AAS foi aplicado, sendo os
resultados do Ba e Pb calculados usando o método da adi¢do de padrao, e os resultados
de Cu, Fe e Zn dos gréaficos da curva baseada em padrdes aquosos. Estes resultados
foram comparados com os resultados obtidos em digestdo assistida por microondas em
recipientes fechados, seguido por (ICP OES) com a curva em meio aquoso. A exatiddo
dos métodos estudados foi verificada pela utilizacdo do material de referéncia de cha
certificado. As recuperagfes dos analitos variaram no intervalo 91-99 % para
amostragem de suspensdo GF AAS e 92,5-102 % na amostragem liquida para ICP OES.

Meeravali & Kumar (1998) desenvolveram um procedimento de suspensdo de
atomizacdo rapida para a determinacéo de Cd, Cu, Mn e Pb em materiais de referéncia
certificados, como repolho, tecidos de ostra e folhas de pomares, usando espectrometria
de absorcdo atbmica transversalmente aquecida. A suspensao foi preparada em 5% de
HNO; , utilizando um agitador magnético. O teste t de Student ao nivel de confianca de

95%, foi realizado sobre os resultados obtidos e boa concordancia foi observada em
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comparacdo com os valores certificados . Os testes de estabilidade das suspensdes em
glicerol e HNOj3 indicou perda de Cd em suspensdes de repolho e tecidos de ostra . Pb
ndo se mostrou estavel em suspensédo de repolho em meio HNO3 0,5% v/v e Cu ndo se
mostrou estavel em suspensdo em tecidos de ostra na presenca de glicerol.

Karadjova & Karadjov (1998), apresentaram procedimentos analiticos simples e
rpido para a determinacdo de Cd e Pb em folhas de banana e alamo por GF AAS.
Condicg0es ideais sdo apresentados para a digestdo das plantas com uma mistura de
acido nitrico e peroxido de hidrogénio, juntamente com programas de temperatura
ideais para posterior determinacdo sem modificador. Procedimentos usando hidroxido
de tetrametilamdnio ou uma mistura de 1 mol L™ de HNO3; + 1,5 mol L™ de H,0, tém
sido propostas como uma outra abordagem para a analise de rotina rapida e precisa de
cadmio e chumbo nas folhas das plantas. Verificou-se que a adi¢cdo de um padrao Unico
pode ser utilizado para a determinacdo quantitativa no caso de digestdo imida em GF
AAS e adicdo de um padrdo para cada matriz analisada é recomendado no caso de
suspensdo por GF AAS. Validade e versatilidade dos métodos foram verificados pela
analise de materiais de referéncia padrao.

Takuma et al. (1997) utilizaram um método ultra-sbnico de amostragem de
suspensdo por GF AAS para a determinacdo de Co, Ni e Cu em quatro espécies de
plantas Helichrysum candolleanum, Peristrophe decorticans, Blepharis diverspinia e
Tephrosia burchelli. As plantas foram amostradas em uma area de mineracéo de cobre e
niquel em Botsuana, na Africa. Para cada espécie de planta; flores, folhas, caule e raizes
foram analisadas. O método foi validado por compara¢do dos resultados da amostragem
de suspensdo com aqueles a partir da analise de amostras decompostas. Os dois métodos
apresentaram precisdo e exatiddo comparaveis. Os desvios padrdo relativos foram na
faixa de 1-14 e 1-20 % para amostragem de suspensdo e materiais decompostos,
respectivamente. Analise dos materiais de referéncia certificados das plantas também
confirmaram a exatiddo do método, ndo houve diferenca significativa entre os valores
certificados encontrado quando a técnica de amostragem de suspensao foi utilizada.

Manickum & Verbeek (1994), utilizaram amostras de cha disponiveis
comercialmente, essas foram moidas em um pildo de agata. As particulas com diametro
maior do que cerca de 80 um foram removidas a partir desse material da moagem
inicial. As analises da moagem inicial e o material mais fino foram realizados por ICP
OES. Enquanto o material de moagem inicial apresentaram resultados para Al, Ba, Mg e

Mn até 4,3% mais baixos do que aqueles obtidos quando usando analise de solucdo
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convencional, a nebulizacdo da suspensdo de material mais fino originou resultados com
desvios padrao relativos entre 0,3 e 1,8% e ndo significativamente diferentes (nivel de
confianca de 95%) a partir das técnicas de analise convencionais.

Byrd & Butcher, (1993), investigaram a amostragem solida e suspensdes para a
determinacédo de Ag, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em materiais de referéncia por GF AAS. Boa
exatidao e preciséo (3-13%) foram obtidos com amostragem de suspensdo, com excegéo
da determinacéo de cobre em folhas de citros. Este baixo resultado (trés vezes abaixo do
valor certificado) e baixa precisdo (RSD = 31%) foram provavelmente causados por
atomizacéo irreprodutivel da matriz da amostra.

Dobrowolski & Mierzwa (1992), usaram GF AAS para determinar cadmio,
chumbo, niquel e cobalto em duas amostras de folhas de tabaco (materiais de referéncia)
por amostragem direta de solidos e amostragem de suspensdo. Para ambos 0s métodos
de amostragem investigados os parametros 6timos de programas de temperatura-tempo,
sdo discutidos e a influéncia de modificador Pd e métodos de calibragdo. H& um acordo
entre os resultados obtidos a partir de sélidos, suspensdes e solucdo (depois da
decomposicdo Umida) amostragem direta.

O tamanho de particula e a falta de homogeneidade da amostra sdo fatores que
podem afetar a precisdo e a exatiddo das analises, quando a amostragem de suspensdo é
utilizada. O tamanho de particula € um fator critico no preparo das suspensoes e,
portanto, os erros de quantificacdo podem ser minimizados quando se trabalha com
pequenos tamanhos de particula (ALVES et al., 2001).

Para contornar o problema da homogeneidade uma opc¢éo é preparar uma suspensao
da amostra sélida finamente dividida em meio liquido, entretanto, todo cuidado deve ser
tomado na moagem e peneiramento do material, devido a possibilidade de ocorrer
problemas de contaminacdo das amostras. Igual problema pode ser encontrado ao se
adicionar agentes estabilizantes nas suspensGes. Para amostras dificeis de
homogeneizar, consegue-se melhorar a precisdo quando se aumenta a massa da amostra.
Logo ap6s o preparo da suspensdo, a amostra solida deve estar distribuida igualmente
no volume do liquido. Dessa forma combinam-se as vantagens das amostragens solidas
e liquidas visto que apenas uma pesagem € requerida por amostra e, assim, é possivel
empregar procedimentos convencionais de introducdo de amostras (sistemas de fluxo,
micropipetas e auto-amostradores), com um minimo de tratamento (MAGALHAES &
ARRUDA, 1998).


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Byr%3Cspan%20onclick=
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3 OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho foi desenvolver um método para
quantificacdo de Al, Cr, Cu e Zn em amostras de folhas de cana-de-aclcar usando

amostragem direta de suspensao e deteccdo por GFAAS.

Objetivos especificos:

1. Avaliar a influencia do tamanho de particula na homogeneizacao da suspensao;

2. Investigar a estabilizacdo da suspensdo na presenca de diferentes reagentes;

3. Determinar as melhores temperaturas de pir6lise e atomizacao na presenca e auséncia
de modificador quimico;

4. Investigar as vantagens e limitacdes da amostragem em suspensdo em relagdo ao
método convencional de digestdo &cida total;

5. Avaliar o método otimizado para analise de amostras de folhas de cana-de-agucar.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 AMOSTRAS

As amostras usadas para os estudos das suspensfes sdo materiais vegetais
provenientes da casa de vegetacdo, que sdo utilizados em experimentos com tecidos
vegetais realizados no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa
Gado de Leite em Juiz de Fora — MG.

4.2 INSTRUMENTACAO

As determinacGes dos analitos nas amostras foram feitas em um espectrometro de
absorcéo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica (GF AAS), modelo Thermo Scientific,
Solaar Série M5, com amostrador automatico no modo forno (Thermo Scientific,
modelo GF 95). Os elementos determinados foram Al (309,3 nm); Cr (357,9 nm); Cu
(324,8 nm) e Zn (213,9 nm). Os sinais de absorbancia foram registrados em area de
pico. O gas de purga utilizado foi o argdnio de alta pureza (99,99% - White Martins). O
fluxo de gas foi interrompido durante a atomizacdo para aumentar o tempo de residéncia
da nuvem atébmica na zona de observacdo. Foi utilizado um espectrometro de emisséo
Optica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (Perkin Elmer - Optima
2000 DV) para validacdo do método.

Foi utilizada também, balanca analitica, moinho analitico (IKA,
modelo All basic), estufa, bloco digestor, ultrassom (Unique UltraSonic Cleaner,
modelo USC 2800A, com frequéncia de 40kHz, poténcia de 150 W), espectrofotdmetro
UV-Vis (Analyser 850M), peneiras de 106 um, 75 um e 53 um (bronzinox),
compressor para aquario (Power 500). Vidrarias em geral, tais como, béqueres, baldes

volumétricos, também foram utilizadas.

4.3 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram reagentes quimicos de grau
analitico. Os padroes utilizados para a construcdo das curvas de pirdlise e atomizacgéo
foram preparados a partir de solucdes estoque de Al, Cr, Cu e Zn (Vetec) com

concentracdo de 1000 mg L™. Foram usados nos experimentos HNO; (65% v/v —
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Vetec), Triton X-100 (Vetec); Glicerol (Vetec), para preparo das suspensdes e HCIO,
(Vetec) para a digestdo nitrico-perclorica. Todas as vidrarias e frascos plasticos foram
descontaminados em banho acido contendo HNO3; 10% v/v por no minimo 24 horas
sendo posteriormente enxaguados com agua deionizada antes de cada utilizacdo. Todas
as soluges foram preparadas usando agua ultrapura purificada em um sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, USA).

4.4 PROCEDIMENTO

As amostras vegetais depois de serem desidratadas a 65°C até peso constante e
moidas em moinho de facas. As amostras foram peneiradas em peneiras de aco
inoxidavel em diferentes granulometrias (106 pum, 75 um e 53 pum). As fragdes com
diferentes tamanhos de particulas foram utilizadas para a definicdo da melhor faixa de
tamanho para o preparo das suspensbes. As amostras foram peneiradas com a
colaboracdo do Departamento de Zoologia (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas,

Comportamento e Biologia Animal) da UFJF.

4.4.1 Estudo do tamanho de particula

O estudo do tamanho de particula foi realizado observando-se o tempo de
sedimentacdo das particulas da amostra. Esse estudo baseou-se no trabalho de Sanches-
Moreno et al. (2010) que usou o indice de refletincia para mediar a taxa de
sedimentacdo de particulas de amostras em folhas de pinheiros.

Para a realizacdo desse estudo foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis. Foram
pesadas massas de 15 e 30 mg da amostra com diferentes granulometrias, maior que 106
um, entre 75 e 106 um, entre 53 e 75 um e menor que 53 um.

O procedimento foi realizado primeiramente pesando-se 15 mg da amostra
diretamente na cubeta do espectrofotbmetro onde posteriormente adicionou-se 3 mL de
agua deionizada na mesma. A amostra foi homogeneizada por 30 segundos
manualmente e realizada a leitura no espectrofotdmetro imediatamente apos agitacdo. O
mesmo procedimento foi repetido, porém, empregando Triton X-100 0,04% v/v. O
comprimento de onda adotado para os experimentos foi de 660 nm, pois ndo haveria
interferéncia do solvente com a amostra, sendo este mantido para todos os estudos. O

mesmo procedimento foi realizado para a massa de 30 mg de amostra.
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Além da homogeneizacdo manual, foi testado a homogeneizacdo usando energia de
ultrassom. Sendo que nos estudos por ultrassom a massa da amostra utilizada foi de 15
mg. Baseado no trabalho de Oliveira (2009); também foi testada a homogeneizacdo por
borbulhamento com a utilizacdo de um compressor de aquario adaptado para uso
diretamente na cubeta. Nos experimentos com borbulhamento as suspensdes foram
preparadas pesando cerca de 15 mg do material homogéneo previamente moido. Esse
experimento foi realizado apenas em meio aquoso, pois a suspensdo ja se manteve

estavel nesse meio.

4.4.2 Estudo do melhor agente estabilizante

Os agentes estabilizantes foram escolhidos de acordo com Sanches-Moreno et al.
(2010). Nesse trabalho os autores usaram &acido nitrico 5% v/v, mistura de &cido nitrico
5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v, Triton X-100 0,04% v/v e Glicerol 1% v/v para
preparar suspensdes de amostras de folhas de pinheiros. Com a defini¢do da proporcao
da suspensdo (massa por volume) e do tamanho de particula mais adequada; uma massa
de 10 mg de amostra de folha de cana-de-acucar peneirada com tamanho de particula
menor que 53 um e pesada diretamente no frasco utilizado no aparelno GF AAS.
Adicionou-se a essa amostra 1 mL de agente estabilizante, para o preparo da suspenséo
e escolha do melhor sinal dos analitos na suspensdo. Ficando assim a suspensdo

preparada na razdo de 10 mg mL™,

4.4.3 Estudo do melhor tempo de borbulhamento

Esse estudo foi realizado variando-se o tempo de borbulhamento em 15, 30, 45 e 60
segundos com posterior leitura no GF AAS. A suspensao foi preparada pesando-se uma
massa de 10 mg de amostra com granulometria menor que 53 pum e posterior adicdo de
1 mL de agente estabilizante acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v, ficando a
suspens&o na proporcéo de 10 mg mL™. Uma amostra foi preparada para cada variacao

de tempo de borbulhamento.

4.4.4 Estudo das curvas de pirolise e atomizacédo dos elementos

As temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagdo foram estabelecidas através da

construcdo de curvas de area de pico versus temperatura. Para isso, foram utilizados
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padrdes de 100 pg L™, diluidos automaticamente a uma concentracdo de 50 pg L™ (para
0 Al, Cu, Cr e Zn) nos estudos em meio nitrico 5 % v/v:Triton X-100 0,04 % v/v. O
branco utilizado foi uma solucéo de &cido nitrico 5% v/v: Triton X-100 0,04 % v/v para
os estudos realizados nesse meio. O volume total de suspensdo de amostra inserida no
forno foi de 20 pL.

Para o estabelecimento do programa de aquecimento na presenca da amostra, foi
preparada uma suspensdo de 100 mg de amostra em 10 mL de acido nitrico 5%
v/v:Triton X-100 0,04% v/v, ficando a suspensdo na razdo de 10 mg mL™. Uma aliquota
de 20 uL dessa suspensdo foi inserida no forno para a construcdo das curvas de pirolise
e atomizacao.

As curvas de pir6lise e atomizacdo na matriz foram construidas com e sem a
presenca de modificador quimico. Nos estudos do elemento cobre ndo foi necessario o
uso de modificadores quimicos, pois as curvas de pirolise e atomizacdo se mantiveram
estaveis nessas condicOes estabelecidas. Ja para os elementos aluminio e cromo foi
utilizado 50 pg de Mg como modificador quimico e 25 pg de Pd na determinacéo de
zinco. As solugdes dos modificadores foram preparadas considerando as massas
necessarias destes em um volume total de 20 pL inseridos no forno.

O frasco de lavagem do amostrador automatico foi preenchido com acido nitrico
5% v/v para evitar adsorcdo das solucBes no capilar. As medidas foram realizadas em
triplicata. Para a construcdo das curvas de pirélise e atomizacdo a temperatura foi
variada em incrementos de 100 °C. Na Tabela 1 estdo as condigdes experimentais do
GF AAS.

Tabela 1- Programa de aquecimento do GF AAS para a determinacédo de Al, Cr, Cu e
Zn.

Temperatura Rampa  Permanéncia  Fluxo de gas

Etapa °C) (°C s'l) (s) (L min‘l) Medida
Secagem 100 10 30 0,2 Nao
Pirdlise 400 — 2100° 150 20 0,2 Né&o
Atomizacdo 1400 — 2900° - 3 - Sim
Limpeza 2500 — 2900° - 3 0,2 N4o

®As temperaturas de pirdlise e atomizacado foram variadas para construgdo das curvas.

®A temperatura de limpeza foi definida depois de se encontrar a melhor temperatura de atomizagéo.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.4.5 Digestdo Nitrico-Perclorica (HNO3:HCIOy)

Os extratos obtidos por meio deste método foram utilizados para a determinagéo
dos teores de Al, Cr, Cu e Zn em folha de cana-de-acucar em ICP OES. Pesou-se cerca
de 0,5 g da amostra previamente seca e moida, transferiu-se para tubos de digestédo.
Acrescentou-se cerca de 10 mL de uma mistura de acido nitrico (HNOs):acido
perclérico (HCIOa4), elevou-se inicialmente a temperatura a 70 °C, aumentado-a
gradativamente até 210 °C.

A digestdo foi finalizada quando a solucdo se tornou incolor, aparecendo uma
fumaca branca e densa do &cido perclorico. Entdo, resfriou-se e adicionou-se a amostra
75 mL de agua deionizada, agitando o tubo para lavagem da parede interna. Dessa

forma a amostra apresenta-se pronta para a analise.

4.4.6 Validacdo dos métodos

Para validacdo dos métodos, foram construidas curvas analiticas em meio
aquoso e adicdo de padrdo para os elementos estudados. A mesma amostra utilizada
para avaliagdo dessas curvas analiticas em suspensdo foi submetida a digestdo nitrico-
perclérica e posterior analise em ICP OES para avaliar a exatiddo do método proposto
em GF AAS em relacdo a essa técnica.

A curva analitica ¢ o método de quantificacdo mais utilizado e consiste na
determinacdo da resposta de determinado instrumento as varias concentracdes de um
dado analito. A linearidade é a capacidade de um método analitico gerar resultados
proporcionais a concentracdo da espécie em analise, dentro de uma faixa analitica
especificada, na qual é possivel se relacionar o valor de uma varidvel dependente
(medida) através do conhecimento da variavel independente (concentragdo do analito).
As técnicas de se adequar a reta aos dados e verificar o quanto a reta descreve os dados
chamam-se regresséo e correlacgdo, respectivamente (CHASIN et al., 1998).

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos, da matriz
e de outros componentes que podem ter algum efeito na medicdo, mas que ndo se quer
quantificar. A medicdo pode ser alterada porque 0s reagentes, amostra ou outros
componentes, alteram a sensibilidade do detector que mede o analito de interesse ou

porque esses compostos afetam diretamente a resposta. Os efeitos de erros constantes
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(interferéncias) e erros proporcionais (efeito matriz) podem ocorrer a0 mesmo tempo
(INMETRO, 2003).

A curva analitica aquosa obtida no instrumento, ou seja, com os padrdes
preparados em agua, relaciona a resposta do aparelho com a massa do analito, sem levar
em conta a interferéncia da matriz, ja a curva analitica por adicdo de analito a matriz
visa eliminar interferéncia da matriz e de outras etapas do método.

O efeito da matriz pode ser testado comparando-se as inclinacbes das curvas
analiticas do instrumento, sem a matriz, com a curva analitica por adicdo de padréo. Se
as inclinagcbes destas duas curvas de regressdo linear foram as mesmas, o Unico efeito
matriz presente € a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito. Para tal,
sdo preparadas 3 curvas analiticas do instrumento e 3 curvas analiticas com adicao de
analito com leituras em triplicata. Primeiro, faz-se o teste F para verificar se as

variancias das inclinacdes podem ser consideradas similares, calculando-se:

q

F = i (Equacéo 1)
s

—

b b

onde s,° e s, s30 as variancias de cada inclinacdo, com a maior variancia no numerador.
Ao mesmo tempo, obtém-se o valor de Frapelado, COM (N1-1) graus de liberdade no
numerador e (n,-1) graus de liberdade no denominador; usualmente, adota-se um nivel
de confianca de 95%. Tem-se dois casos:

(1) se o teste F ndo € significante, isto €, se 0 Fcaculado fOr menor que 0 F tapelado, @ Matriz
ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de concentracdo em
estudo. Nesse caso, 0s desvios-padrées dos grupos de testes podem ser agrupados e a
significancia das diferencas das médias dos dois conjuntos de amostras pode ser testada
com a distribuicdo t de Student. Neste caso, calculam-se:

X1 € X2 = médias das respostas dos analitos em amostras “com matriz” e “sem matriz”
na mesma faixa de concentragoes,

s;?e s,? = variancias das respostas dos analitos dos dois grupos de amostras, bem como

o valor
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x| — X,
calculade — N
5 (L1 (Equagéo 2)
\'II Ly
Onde
2 {”1 _1}-5'13 + {}h —1},5-23
t T S Equacéo 3
(n, +n, —2) (Equacéo 3)

Ny e Ny sao os tamanhos das amostras 1 e 2.
O valor de t tapelado € Obtido a partir da Tabela da distribuicdo de Student para (n;

+ ny— 2) graus de liberdade e a confianca desejada.

(I1) Se o teste F é significante, a matriz tem um efeito importante sobre a precisdo do

método na faixa de concentracdo em estudo, as variancias podem ser consideradas

desiguais e o t calculado € calculado por:

‘Tl - 1\‘2

Jf-:'::'.tfrz.:.!'-:'.rr.l‘.::l = [T
E TR Y

(Equacdo 4)

L+
\n, n,

Neste caso, para a obtencdo do t Tabelado, o nimero de graus de liberdade (n) é

igual a:

(2 /n, + 52 /n,) R
UV=—"-""7 P R Equacéo 5
ls; a"f”1) _|_(.5'5.-”"1 ) (Fauacao)

n, +1

n +1
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No caso de somente uma faixa relativamente estreita de concentracdes
interessar, ou se o erro analitico devido a uma possivel dependéncia com a concentragdo
for desprezivel, o teste t com dados pareados pode ser utilizado para verificar efeitos de

matriz. O calculo neste caso é:

;d *-..-"II'F‘
'rmi.-:'m'r:do = (Equa(;éo 6)
Sg
Onde:
— " d., —d.-
g = [* i1 — %2 } (Equacéo 7)
i=l i
Z I:({IFI.]. - (Irlﬂ }_ ;G‘ ]_
= - (Equacéo 8)

Nas equacdes, X4 = média das diferencas entre as respostas dos pares de analitos;
di1, diz = respostas do analito para o par de amostras “com matriz” ¢ “sem matriz”; Sq =
desvio padrdo das diferencas e n = numero de pares. O valor de trapelado € Obtido da
distribuicéo t de Student com (n-1) graus de liberdade e a confianca desejada.

Se 0 valor de teaiculado FOr menor que 0 trapelado, POde-se concluir que a matriz néo
afeta 0 ensaio. Se o valor de t for maior que o esperado, pode-se concluir que a matriz
tem um efeito estatisticamente significante sobre o resultado do ensaio.

O limite de deteccdo (LOD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condigdes experimentais estabelecidas.

No caso de técnicas instrumentais (HPLC, GC, AAS), a estimativa do limite de
deteccdo pode ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base
(ANVISA, 2003). Pode ser determinado pela equacgéo:
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3,0x5
LD = (Equagédo 9)

em que: s é o desvio padrdo obtido a partir de 10 leituras consecutivas do primeiro
ponto da curva analitica; « é a inclinagdo da curva de analitica.

O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas. Pode ser expresso pela equacéo:

__ 10xSs (Equacéo 10)

i 4

L@

em que: s é o desvio padrdo obtido a partir de 10 leituras consecutivas do primeiro
ponto da curva de analitica; « é a inclinacdo da curva de analitica.

A precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdaltipla de uma mesma amostra. A repetibilidade do
método é verificada por no minimo 3 concentracdes, baixa, média e alta, contemplando
o intervalo linear do método, realizando-se, no minimo, 5 determinagdes por
concentracdo (ANVISA, 2003).

A precisdo pode ser expressa como desvio padrao relativo (RSD) ou coeficiente

de variacdo (CV%), segundo a formula,

. A
CV% = ? x 100 (Equagéo 11)

em que, s é o desvio padrdo e C , a concentracdo média determinada.

A sensibilidade de métodos em AAS é dada pela concentracdo caracteristica (o
0uU Cp) e pela massa caracteristica (mp). Essa concentracdo ou massa corresponde a uma
absorvancia de 0,0044 ou uma absorvancia integrada de 0,0044s (1% de absorbancia).
Com o método no forno de grafite, o volume de amostra pode variar com a viscosidade,
amostra efetivamente Util e capacidade do tubo. Por isso, a massa caracteristica € mais
usada do que a concentragdo caracteristica. A unidade usada para quantificar a massa
caracteristica é o picograma (10™%? g) (WELZ & SPERLING, 1999).



41

. volume (uL)x concentragdo (ug L)% 0,0044
Massa caracteristica =

absorvdncia da amostra (Equagao 12)

Ap0s obter as melhores condi¢des de aquecimento do forno com as curvas de
pirdlise e atomizagdo para cada elemento. Foi realizado o estudo para avaliar possiveis
efeitos de matriz. Na técnica de GF AAS a presenca de efeitos de matriz podem ser
determinados a partir da comparacdo dos resultados obtidos com curvas analiticas
construidas em meio aquoso e com curvas de adicdo de padrdo. Os resultados também
foram comparados com a técnica de ICP OES ap6s digestdo nitrico-perclérica das
amostras. Nesse estudo, as inclinacbes de trés curvas obtidas foram comparadas
estatisticamente, através de testes F e t de Student.

Foram realizadas medidas (n = 10) nas solucdes em branco para os calculos do
limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Os LD’s e LQ’s instrumentais foram
calculados multiplicando o desvio padrdo por 3 e 10, respectivamente e dividindo o
resultado pelo coeficiente angular da curva analitica. Para calcular os valores de LD e
LQ do método proposto, foi calculado um fator de correcdo considerando a massa da
amostra utilizada no método e o volume final da suspensdo (HARRIS, 2005). Para
avaliar a sensibilidade, nas condigBes dadas as massas caracteristicas (mo) foram
calculadas dividindo o valor 0,0044 pelo coeficiente angular da curva analitica,
multiplicado pelo volume de amostra introduzido no tubo (20 uL) (WELZ, 1985;
SLAVIN, 1984).

4.4.7 Determinacao de Al, Cr, Cu e Zn em amostras de folha de cana-de-ac¢ucar.

Para a determinagdo dos elementos Al, Cr, Cu e Zn em amostras de folha de
cana-de-acucar, foram realizados experimentos com as plantas de cana-de-agUcar
cultivadas no laboratorio de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal, da Embrapa Gado de
Leite, onde foram submetidas & solucdo nutritiva de acordo com Clark (1975). Os
nutrientes presentes nessa solucdo exercem uma forcga ionica sobre o material vegetal. O
experimento reduziu essas quantidades de nutrientes para observar se esse efeito afetaria
a absorcdo dos metais nas plantas. O experimento com 1/8 de forga idnica possui a
metade dos nutrientes do 1/4 forga, este possui metade dos nutrientes do 1/2 forga, que

possui metade dos nutrientes da solucéo original apresentada por Clark (1975).



42

Além da quantidade de nutrientes disponiveis para as amostras, houve também a adicao
de 6 mg L de Al e de 5 mg L™ de Cr para avaliar a toxicidade desses metais e a
absorcdo destes pela planta. As amostras de folha de cana-de-agucar do experimento de
forca ibnica realizado na Embrapa Gado de Leite foram desidratadas a 65°C até peso
constante, moidas em moinho de facas e peneiradas em peneiras de aco inoxidavel de
53um, sendo posteriormente analisadas por GF AAS apds otimizacdo das condicdes de
preparo das suspensdes das amostras e das condicbes experimentais do GF AAS.
Também foi empregado durante os experimentos um aerador de aquario de forma a

manter as suspensdes estaveis, conforme apresentado da Figura 4.

Figura 4 - Espectrometro de absor¢do atbmica com atomizacéo eletrotérmica (GF AAS)

com o0 uso de aerador de aquario para manter suspensao homogénea.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDO DA MASSA E TAMANHO DE PARTICUL DA AMOSTRA

Esse experimento foi executado com o objetivo de escolher o tamanho de
particula mais adequado (granulometria), a melhor massa e o melhor agente
estabilizante para o preparo da suspensao de folhas de cana-de-agucar.

O tamanho de particula ideal para o preparo da suspensdo foi avaliada
observando-se o tempo de sedimentacdo da mesma (Figuras 5a e 5b). Quanto mais lenta
a velocidade de sedimentacdo da amostra melhor, pois significa que as particulas
permanecem por um tempo maior em suspensdo. Esse comportamento foi avaliado
usando um espectrémetro UV- Vis, onde foi observado o decaimento do sinal de
absorbancia com o tempo. A Lei de Beer estabelece uma relacdo entre a absorvancia de
uma solucéo e a sua concentracéo, quando esta € atravessada por uma radia¢do luminosa
monocromaética. A absorcdo da luz é tanto menor quanto menos concentrada for a
solucdo por ela atravessada, originando assim menor valor de sinal de absorbancia (A)
que € determinada diretamente por leitura no espectrofotdmetro. Consequentemente,
quanto menor a concentragdo; menor a quantidade de particulas presentes em
suspenséo.

A massa de amostra utilizada para o preparo da suspensdo de folhas de cana-de-
acucar foi outro pardmetro avaliado. Segundo Sanches-Moreno et al. (2010) quanto
maior a massa da suspensao maior a sensibilidade do método para determinacdo dos
analitos presentes em baixas concentracdes na amostra. Também existe uma razéo 6tima
entre a massa utilizada e a velocidade de sedimentacdo, onde a homogeneizacdo da
suspensdo € avaliada observando o tempo em que houver um decaimento cerca de 10%
do valor do sinal de absorbancia em relagdo ao tempo inicial, teoricamente o0 ponto
anterior ao inicio do processo de sedimentacio (SANCHES-MORENO et al., 2010).
Nesse estudo as massas escolhidas foram 15 e 30 mg. Considerando o volume da cubeta
do espectrofotdmetro que pode se preenchida com um volume de até 3 mL de solugdo, a
proporcao de suspensdo na cubeta foi de 5 mg mL™ ou 10 mg mL™. De acordo com
Amoedo et al. (1999), essas razfes massa/volume sdo adequadas para o preparo de
suspensdes vegetais. Inicialmente a suspensdo foi homogeneizada manualmente por um
periodo de 30 segundos. Apds esse tempo a suspensdo foi imediatamente colocada no

espectrofotbmetro.



44

Os resultados em meio aquoso (Figura 5a-b) mostraram que a sedimentagédo das
particulas nas amostras tem inicio imediato independentemente da massa utilizada.
Empregando uma massa de 15 mg as particulas com granulometrias maiores que 106
um sofreram sedimentacdo em torno de 80% em menos de trinta segundos, particulas
entre 75 e 106 um sofreram sedimentagdo em torno de 40% em trinta segundos,
particulas entre 53 e 75 um sedimentaram 30% em trinta segundos e particulas menores
que 53 um sedimentaram em torno de 10% em trinta segundos (Figura 5a). De acordo
com os resultados apresentados, particulas com granulometria menor do que 53 um
permanecem por mais tempo distribuidas na fase liquida possibilitando a formacéo de
uma suspenséo mais homogeénea.

Comportamento semelhante foi observado para uma massa de 30 mg em meio
aquoso (Figura 5b), onde particulas com granulometrias maiores que 106 um sofreram
sedimentacdo em torno de 75% em torno de 30 segundos. Ja particulas entre 75 e 106
um sofreram sedimentacdo em torno de 40% em trinta segundos, particulas entre 53 e
75 um sedimentaram 30% em trinta segundos e particulas menores que 53 um
sedimentaram em torno de 10% em trinta segundos. Novamente os melhores resultados
foram observados para a suspensdo preparada com particulas menores que 53 pm.

Os resultados na presenca do agente estabilizante Triton X-100 0,04% viv
(Figura 6a e 6b) também mostraram que a sedimentagdo das particulas nas amostras
teve inicio imediato independentemente da massa utilizada. Empregando uma massa de
15 myg, as particulas com granulometrias maiores que 106 um sofreram sedimentacdo
em torno de 80% em menos de trinta segundos, particulas entre 75 e 106 um sofreram
sedimentagdo em torno de 50% em trinta segundos, particulas entre 53 e 75 pm
sedimentaram 30% em trinta segundos e particulas menores que 53 um sedimentaram
em torno de 8% em trinta segundos (Figura 6a). De acordo com os resultados
apresentados, particulas com granulometria menor do que 53 um permanecem por mais
tempo distribuidas na fase liquida possibilitando a formacdo de uma suspensdo mais

homogénea.
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Figura 5 - (a) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos de particulas em meio

aquoso, por agitacdo manual de 30 segundos para 15 mg de amostra, comprimento de

onda 660 nm (b) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos de particulas em

meio aquoso, por agitacdo manual de 30 segundos para 30 mg de amostra, comprimento

de onda 660 nm . () maior que 106 um (o) entre 75 e 106 um (A) entre 53 e 75 um
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Comportamento semelhante foi observado para uma massa de 30 mg em meio
Triton X-100 0,04% v/v (Figura 6b). Particulas com granulometrias maiores que 106
um sofreram sedimentacdo em torno de 75% em menos de trinta segundos, particulas
entre 75 e 106 um sofreram sedimentacdo em torno de 20% em trinta segundos,
particulas entre 53 e 75 um sedimentaram 26% em trinta segundos e particulas menores
que 53 um sedimentaram em torno de 12% em trinta segundos. E possivel concluir que
a menor velocidade de sedimentacédo é obtida com tamanho de particula menor que 53
um.

Os resultados em meio Triton X-100 0,04% v/v, ndo diferenciaram no
comportamento da sedimentacdo da suspensdo em relacdo a preparada em &gua
deionizada. Esses resultados foram concordantes com os estudos de Sanches-Moreno et
al. (2010) e Engelsen & Wibetoe (2000). Segundo esses pesquisadores as suspensdes
mais estaveis foram obtidas quando o tamanho de particula foi menor que 100 pum.

A agitacdo por ultrassom foi outro parametro testado com o objetivo de obtencéo
de uma melhor homogeneizagéo e estabilizagcdo da suspenséo. Foi escolhido um tempo
de 30 segundos de agitacdo por ultrassom ja que esse também foi o tempo definido para
a agitacdo manual, a massa de 15 mg de amostra foi utilizada pois nos experimentos de
agitacdo manual ndo houve diferencas no comportamento das suspensdes preparadas
empregando massas de 15 e 30 mg.

Os resultados em meio aquoso (Figura 7a), empregando uma massa de 15 mg,
demonstraram que as particulas com granulometrias maiores que 106 um e entre 75 e
106 um sofreram sedimentacdo em torno de 10% em trinta segundos. Porém, apesar da
baixa taxa de sedimentacdo, a agitacdo por ultrassom ndo se mostrou eficiente para
esses tamanhos de particulas, resultando em uma suspensdo nao homogénea; ja as
particulas entre 53 e 75 um sedimentaram em torno de 6% em trinta segundos e
particulas menores que 53 um sedimentaram em torno de 9% em trinta segundos.
Nesses tamanhos de particulas a agitagdo por ultrassom se mostrou mais eficiente,

apesar da suspenséo visualmente ndo apresentar uma completa homogeneizacéo.



47

Figura 6 - (a) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos de particulas em meio

Triton X-100 0,04% v/v, por agitacdo manual de 30 segundos para 15 mg de amostra,

comprimento de onda 660 nm (b) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos

de particulas em meio Triton X-100 0,04% v/v, por agitacdo manual de 30 segundos

para 30 mg de amostra, comprimento de onda 660 nm . (a) maior que 106 um (o) entre

75 € 106 um (A) entre 53 e 75 um (v) menor que 53 pum.
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Os resultados em meio Triton X-100 0,04% (Figura 7b), empregando também
uma massa de 15 mg de amostra, apresentou comportamento semelhante observado para
as particulas com granulometrias maiores que 106 um, entre 75 e 106 um e entre 53 e
75 um que sedimentaram em torno de 20% em trinta segundos. Apesar da pequena
queda de sinal novamente, a agitacdo por ultrassom ndo se mostrou eficiente para esses
tamanhos de particulas, resultando em uma suspensdo ndo homogénea. J& particulas
menores que 53 um sedimentaram em torno de 9% em trinta segundos e mais uma vez,
a agitacdo por ultrassom se mostrou mais eficiente, apesar de também ndo ter
homogeneizado toda a suspensdo. Os melhores resultados observados para a suspensao
preparada foram com particulas menores que 53 um e em meio Triton X-100 0,04%
viv. No entanto, a agitacdo da solucdo por ultrassom apresentou dificuldade para
homogeneizagdo da amostra na cubeta do espectrofotdmetro, resultando em valores
baixos de absorbancia desde o inicio da analise.

Uma terceira opcdo de estabilizacdo da suspensdo testada foi o uso de
borbulhamento continuo da suspensdo com ar (Figura 8). Para o estudo no
espectrofotdbmetro, uma suspensdo de 15 mg de amostra com tamanho de particula
menor que 53 um, foi preparada em meio aquoso com borbulhamento constante. A
estratégia do borbulhamento foi escolhida baseda no estudo de Oliveira (2009) que
obteve bons resultados na preparacdo de suspensdo em amostras de mandioca e batata
para quantificacdo de As, Cd, Ni e Pb por GF AAS. Assim, no presente trabalho foram
utilizadas as melhores condi¢cdes baseadas nos estudos anteriores, ou seja, 15 mg de
amostra com tamanho de particula menor que 53 um, para o estudo da agitagdo por
borbulhamento. O meio aquoso foi escolhido para observar se mesmo em presenca de
adgua somente, a suspensdo se apresentava estavel, no que diz respeito a
homogeneizacdo da suspensdo monitorada por UV-Vis. Como os valores de
absorbancia foram semelhantes aos valores de absorbancia quando a suspensdo foi

preparada em meio Triton X-100 0,04%, o estudo ndo foi repetido nesse meio.
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Figura 7 - (a) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos de particulas em meio

aquoso, agitacdo por ultrassom de 30 segundos para 15 mg de amostra, comprimento de

onda 660 nm (b) Decaimento da absorbancia em diferentes tamanhos de particulas em

meio Triton X-100 0,04% v/v agitacdo por ultrassom de 30 segundos para 15 mg de

amostra , comprimento de onda 660 nm. () maior que 106 um () entre 75 e 106 um
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Figura 8 - Decaimento da absorbancia em 15 mg de amostra de folha de cana menor que

53 um e com borbulhamento constante, comprimento de onda 660 nm. () menor que

53 um.
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5.2 ESTUDO DO MELHOR AGENTE ESTABILIZANTE

Apbs a definicdo do tamanho de particula, da massa e da melhor estratégia de
homogeneizacdo da suspensao, investigou-se 0 comportamento do agente estabilizante
diretamente no GF AAS. No UV-Vis o sinal de absorbancia depende somente das
caracteristicas da suspensdo, como tamanho de particula e massa, ndo sendo
influenciado pelas caracteristicas do analito presente e natureza da amostra. Portanto,
havia a necessidade de saber a influencia de diferentes agentes estabilizantes sobre a
intensidade do sinal de absorbancia dos analitos no GF AAS. Diferentes diluentes tém
sido utilizados para preparo de suspensdes de plantas. Esses diluentes podem agir tanto
como estabilizantes das suspensGes, como extrator das espécies de interesse,
melhorando a exatiddo, sensibilidade e precisdéo (CAL-PRIETO et al.,, 2002;
AMOEDO et al., 1999; ENGELSEN & WIBETOE, 2000).

Nesse estudo o elemento cobre (324,8 nm) foi escolhido de acordo com o trabalho

de Engelsen & Wibetoe (2000), para a avaliagdo do comportamento da suspensdo na
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presenca de diferentes agentes estabilizantes. A massa (15 mg ), a homogeneizacao da
suspensdo (borbulhamento) e a granulometria (menor que 53 um) adotadas foram
definidas a partir dos resultados prévios (secdo 5.1). Os agentes estabilizantes
escolhidos de acordo com a literatura (SANCHES-MORENO et al. 2010, ENGELSEN
& WIBETOE, 2000; AMOEDO et al., 1999; MOKGALAKA et al., 2004 ) foram:
agua deionizada, acido nitrico 5% v/v, mistura de acido nitrico 5% v/v:Triton X-100
0,04% v/v, Triton X-100 0,04% v/v e Glicerol 1% v/v.

As suspensdes foram preparadas com 15 mg de amostra com granulometria menor
que 53 um em cada agente estabilizante mencionado anteriormente, sendo aeradas
constantemente. De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, a suspensédo
preparada com glicerol 1% v/v apresentou comportamento similar aos observados com
a suspensdo preparada somente com agua deionizada. Embora o sinal de cobre tenha
permanecido estavel ao longo do tempo, foi significativamente menor em relacdo aos
sinais obtidos nos demais reagentes. A queda de sinal nesses agentes foi de
aproximadamente 60% em relacdo ao acido nitrico 5% v/v. Sanches-Moreno et
al.(2010) observaram extracdes superiores a 80% para o elemento cobre na presenca de
acido nitrico 5% v/v, esses maiores valores de concentracdo de cobre podem estar
relacionados com a extragéo parcial do analito.

O uso somente do Triton X-100 0,04% v/v apresentou queda de sinal no decorrer do
tempo. A porcentagem de queda apds 18 minutos foi de aproximadamente 50%. Os
melhores valores de sinais foram observados com &cido nitrico 5% v/v e com a mistura
acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v, onde houve um acréscimo de sinal de
absorbancia com o decorrer do tempo, indicando uma relacédo direta entre o potencial de

extracdo e o tempo de contato da fase sélida com o agente estabilizante.
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Figura 9 - Sinal da absorbancia do cobre em diferentes meio de agentes estabilizantes,
no decorrer de 20 minutos em GF AAS. () acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04%
v/v (m) &cido nitrico 5% v/v (A) Triton X-100 0,04% v/v (¥) Glicerol 1% v/v (#) agua

deionizada.
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5.3 ESTUDO DO MELHOR TEMPO DE BORBULHAMENTO

O estudo do comportamento do agente estabilizante foi realizado na presenca de
borbulhamento, porém os resultados na presenca de &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100
0,04% v/v, ocorreu a formacdo de espuma que pode levar a perdas de solucdo. Dessa
forma foi realizado um estudo objetivando observar se o tempo de borbulhamento
influenciaria o sinal de absorbancia do elemento na suspensao.

Nesse estudo as suspensdes foram preparadas diretamente nas amostras em meio
nitrico 5% v/v: Triton X-100 0,04% v/v. Os seguintes tempos de agitacdo do sistema
foram investigados: 15, 30, 45 e 60 segundos antes da injecdo da suspenséo no tubo de
grafite.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 10, observou-se que o tempo

de 15 segundos de borbulhamento foi o que apresentou pior resultado, apresentando
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baixos valores de sinais analiticos. O tempo de 30 e 60 segundos apresentaram valores
dos sinais analiticos semelhantes e melhores que os valores observados no tempo de 15
segundos; j& o0 tempo de 45 segundos também apresentou bons resultados e sinais
analiticos maiores que os demais. No entando, o tempo de 30 segundos foi o escolhido,
pois 45 segundos apresentou instabilidade nos valores dos sinais analiticos do cobre na
suspensdo. Portanto o tempo de borbulhamento da suspenséo foi fixado em 30 segundos

para 0s experimentos seguintes.

Figura 10 - Diferentes tempos de borbulhamento para suspensdes preparadas em meio
de acido nitrico 5% v/v e Triton X-100% v/v. () 15 segundos; () 30 segundos; (4 )45
segundos e ('v)60 segundos.
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5.4 ESTUDO DAS CURVAS DE PIROLISE E ATOMIZACAO DOS ELEMENTOS
Objetivando o conhecimento do comportamento térmico dos analitos e matriz, e
consequentemente, reduzir possiveis efeitos de matriz, a influéncia das temperaturas de

pirdlise e atomizacdo de Al, Cr, Cu e Zn foram estudadas na presenca da mistura de

acido nitrico 5% v/v : Triton X-100 0,04% v/v na auséncia e presenca da matriz.
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Empregando o programa de aquecimento mostrado na Tabela 1 (pag.35). Os
experimentos realizados na presenca da folha de cana-de-agUcar, ou seja, as suspensdes
preparadas foram com tamanho de particula menor que 53 pm, concentracdo da

suspensdo de 10 mg mL™ e agitacéo por 30 segundos usando borbulhamento.
5.4.1 Curvas de pirolise e atomizacéo para Al

Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacéo para 50 ug L™ de Al foram
experimentalmente obtidas em meio de acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v
para estabelecimento da maxima temperatura de pir6lise sem perdas de Al por
volatilizacdo. A curva de pirdlise foi gerada pela variacdo de temperatura de 800 a
2100°C (Figura 11), mantendo-se a temperatura de atomizacéo fixa em 2300°C. O sinal
maximo de absorbancia para a curva de pirdlise ocorreu em uma temperatura de
1500°C, apresentando um desvio de 0,03. J& a curva de atomizacdo foi gerada pela
variacdo da temperatura de atomizacdo de 1900 a 2800°C, com a temperatura de
pirélise fixa em 1500°C. O maximo sinal para a atomizacao ocorreu em 2600°C (Figura
11). O desvio padréo foi de 0,007 para 50ug L™ de Al na etapa de atomizacao.

Curvas de temperatura de pir6lise na suspensdo preparada foram geradas pela
variacdo de temperatura de 1000 a 2100°C, mantendo-se a temperatura de atomizacao
fixa em 2300°C. A curva de atomizacdo foi construida a partir de uma variacdo de
temperatura de 1800°C a 2500°C (Figura 12). Pela curva de temperatura de pirélise na
suspensdo preparada em meio de acido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v verificou-
se a estabilidade térmica do Al em folha de cana até a temperatura de 1800°C, com
desvio padrdo de 0,094. Para a curva de atomizacdo, a maior sensibilidade no sinal
analitico foi obtida para a temperatura de 2500°C, com desvio padrdo de 0,032 (Figura
12a). Na suspensédo preparada em meio de acido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v
na presenca de Mg(NO3), como modificador quimico (WELZ et al. 1992) a temperatura
méaxima de pirdlise encontrada foi de 1700°C, com desvio padrdo de 0,045. A partir
dessa temperatura ha quebras de compostos de Al tais como 3Al,03 - 2Si0, a 1750°C e
Al,TiOs a 1860°C (LIDE, 2009). J& a maxima temperatura de atomizacdo foi de
aproximadamente 2400°C, com desvio padrdo de 0,104 (Figura 12b). Conclui-se entéo

que nos estudos para o elemento Al a suspensdo preparada em meio de &cido nitrico
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5%:Triton X-100 0,04% v/v na presenca de Mg(NO3), como modificador quimico,

apresentou curvas de pirélise e atomizacdo mais estaveis.

Figura 11 - Curvas de temperaturas de pirélise e atomizagéo para 50pug L™ de Al em
acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v. (u) Pirolise. (¢) Atomizacao.
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Figura 12 - (a) Curvas de temperatura de pir6lise e atomizagdo de Al em &cido nitrico

5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra (b) Curvas de temperatura de pirélise e

atomizacdo de Al em &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra na

presenca de Mg(NO3), como modificador quimico. (m) Pirélise. (o) Atomizacao.
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5.4.2 Curvas de pirdlise e atomizacado para Cr

Para a verificagdo do comportamento do Cr em meio de &cido nitrico 5%
v/v:Triton X-100 0,04% v/v, foram feitas curvas de pirélise e atomizacéo para 50 pg L™
de Cr com variacdo de temperatura de 1000 a 2900°C (Figura 13). A curva de pirdlise
foi gerada pela variacdo de temperatura de 1000 a 2100°C, mantendo-se a temperatura
de atomizacéo fixa em 2500°C. A temperatura de pirdlise encontrada foi de 1500°C.

J& a curva de atomizacdo foi gerada pela variacdo da temperatura de atomizagéo
de 1800 a 2900°C, com a temperatura de pirolise fixa em 1500°C. O maximo sinal para
a atomizacdo ocorreu em 2900°C (Figura 13). O desvio padréao foi de 0,023 para 50 ug
L™* de Cr na etapa de atomizacéo.

Apds o estudo realizado para o Cr na presenca de acido nitrico 5% v/v : Triton
X-100 0,04% v/v. O mesmo estudo foi realizado, porém, na presenca da folha de cana-
de-agUcar (Figura 14). Curvas de temperatura de pirolise foram geradas pela variacao de
temperatura de 1000 a 1800°C. A curva de atomizacdo foi construida a partir de uma
variacdo de temperatura de 1800°C a 2600°C (Figura 14a). Pela curva de temperatura
de pirdlise verificou-se a estabilidade térmica do Cr em folha de cana preparada em
meio de &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v até a temperatura de 1600°C, a
partir dessa temperatura iniciou-se a perda de sensibilidade devido a volatilizacdo do
elemento. A partir dessa temperatura ha quebras de compostos de Cr tais como o Cr,B a
1875°C, Cr3C; a 1895°C, CrsSi a 1770°C, CrB a 2100°C e Cr,0O3 a 2320°C (LIDE,
2009). A méxima de temperatura de atomizagdo ocorreu em 2800°C. Para a curva de
atomizacdo, a maior sensibilidade no sinal analitico foi obtida para a temperatura de
2500°C.

Na suspensdo preparada em meio de &cido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v
na presenca de Mg(NO3), como modificador quimico (BRUHN et al. 1999), a curva de
pirélise foi gerada pela variacdo de temperatura de 1800 a 2500°C, mantendo-se a
temperatura de atomizacdo fixa em 2500°C. A temperatura maxima de pirdlise
encontrada foi de 1500°C. A curva de atomizacdo foi gerada pela variacdo da
temperatura de atomizacédo de 1800 a 2500°C, com a temperatura de pirélise fixa em
1500°C. O maximo sinal para a atomizagdo ocorreu em 2300°C (Figural4b).

Para o elemento Cr a suspensdo preparada em meio de &cido nitrico 5% e Triton
X-100 0,04% v/v na presenca de Mg(NOg3), como modificador quimico, apresentou

curvas de pirolise e atomizagdo mais estaveis.
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Figura 13 - Curvas de temperaturas de pir6lise e atomizacéo para 50 pug L™ de Cr em
acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v. (u) Pirolise. () Atomizacao.
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Figura 14 - (a) Curvas de temperatura de pir6lise e atomizagdo de Cr em &cido nitrico
5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra (b) Curvas de temperatura de pirdlise e
atomizacao de Cr em &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra e na

presenca de Mg(NO3), como modificador quimico. (m) Pirdlise. (o) Atomizacao.
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5.4.3 Curvas de pirolise e atomizacéo para Cu

Curvas de temperaturas de pirdlise e atomizacdo para 10 pg L™ de cobre em
meio de acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v foram construidas. Os resultados
podem ser visualizados na Figura 15. A curva de pirolise foi obtida com uma variacao
de temperatura de 400 a 1500°C e a curva de atomizacdo, entre 1400 a 2400°C. A
maxima temperatura de pirdlise obtida foi de 1000°C, acima dessa temperatura o Cu
apresentou perdas em virtude de sua volatilizacao.

Considerando a temperatura de ebulicdo do CuCl, a 993 °C (LIDE, 2009)
podemos aferir que essa é a provavel forma do cobre que esta sendo volatilizada no
limite da curva de pirdlise. A temperatura de atomizagcdo com maior sinal analitico foi
de 2200°C. Considerando a temperatura de fusdo do CuO a 1227 °C (LIDE, 2009),
temperatura de ebulicdo do Cu,O a 1800 °C (LIDE, 2009) e estabilizacdo do sinal a
partir de aproximadamente a 1700 °C (LIDE, 2009), é provavel que essas sejam as
formas mais estaveis do cobre nessas condicgdes.

Ap0s o estudo realizado para o Cu na presenca apenas dos agentes estabilizantes,
0 mesmo estudo foi repetido, porém, na presenca da de folha de cana-de-acucar (Figura
16). Curvas de temperatura de pirdlise foram geradas pela variacdo de temperatura de
400 a 1500°C com temperatura de atomizacao fixa em 2100°C. A curva de atomizacéo
foi construida a partir de uma variacdo de temperatura de 1400°C a 2400°C. Pela curva
de temperatura de pirdlise verificou-se a estabilidade térmica do Cu em folha de cana
até a temperatura de 1000°C, a partir dessa temperatura iniciou-se a perda de
sensibilidade devido a volatilizacdo do elemento, com desvio padrdo de 0,06. Para a
curva de atomizagdo, a maior sensibilidade no sinal analitico foi obtida para a
temperatura de 2100°C.

Nos estudos para o elemento cobre conclui-se que tanto nos padrées como na
amostra, a suspensao preparada em meio de acido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v,

apresentaram curvas de pirolise e atomizacdo estaveis nesse meio (WELZ et al. 1992).
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Figura 15 - Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacéo para 10 pg L™ de Cu em
acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v. (u) Pirolise. () Atomizacao.
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Figura 16 - Curvas de temperatura de pirolise e atomizacdo de Cu em acido nitrico 5%
v/v : Triton X-100 0,04% v/v na amostra. (u) Pirdlise. (o) Atomizacao.
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5.4.4 Curvas de pirolise e atomizacao para Zn

Curvas de pirdlise e atomizacdo de 50 pg L™ Zn em meio de 4cido nitrico 5%
v/v:Triton X-100 0,04% v/v foram construidas, com variacdo de temperatura de 400 a
2000°C. A temperatura de pirolise foi de 800°C e a temperatura de atomizacdo foi de
1500°C (Figura 17).

Curvas de temperatura de pir6lise na suspensdo preparada foram geradas pela
variacdo de temperatura de 400 a 1100°C (Figura 18).

Pela curva de temperatura de pirélise na suspensdo preparada em meio de &cido
nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v verificou-se a estabilidade térmica do Zn em folha
de cana até a temperatura de 900°C (Figura 18a). Na suspensdo preparada em meio de
acido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v na presenca de Pd como modificador
quimico a temperatura maxima de pirolise encontrada foi de 1100°C e a maxima
temperatura de atomizacao foi de aproximadamente 2100°C (Figura 18b). Considerando
a temperatura de ebulicdo do ZnCl, a 732 °C (LIDE, 2009) podemos aferir que essa ¢ a
provavel forma do zinco que esta sendo volatilizada no limite da curva de pirolise.

Conclui-se que nos estudos para o0 elemento Zn a suspensdo preparada em meio
de acido nitrico 5% e Triton X-100 0,04% v/v na presenca de Pd como modificador

quimico (WELZ et al. 1992), apresentou curvas de pirolise e atomizacdo mais estaveis.

Figura 17 - Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacéo para 50pug L™ de Zn em

acido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v. (u) Pir6lise. (o) Atomizacao.
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Figura 18 - (a) Curvas de temperatura de pirolise e atomizacdo de Zn em &cido nitrico

5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra (b) Curvas de temperatura de pirdlise e

atomizacdo de Zn em &cido nitrico 5% v/v:Triton X-100 0,04% v/v na amostra na

presenca de Pd como modificador quimico. (m) Pirdlise. (o) Atomizacao.
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5.5 EFEITOS DE MATRIZ E VALIDACAO DOS METODOS PARA A
METODOLOGIA DE Al, Cr, Cu E Zn EM FOLHA DE CANA-DE-ACUCAR

Os efeitos de matriz foram avaliados pela comparacdo dos dados obtidos com o
método das adicGes de padrGes e com a curva analitica em meio aquoso. Para 0s
elementos Al e Cr as curvas foram preparadas em meio de acido nitrico 5% v/v : Triton
X-100 0,04% v/v na presenca de Mg(NOs), como modificador quimico (Figura 19 e
20). Ja para o elemento cobre foram preparadas curvas em meio de acido nitrico 5% v/v
: Triton X-100 0,04% v/v (Figura 21) e para o elemento Zn as curvas foram preparadas
em meio de acido nitrico 5% v/v: Triton X-100 0,04% v/v na presenca de Pd como
modificador quimico (Figura 22).

Os métodos apresentaram linearidade satisfatoria (0,9896 a 0,9994) para as
faixas estudadas (0 a 50,0 ug L™) para os elementos Al, Cue Zne (0 a 10,0 ug L™) para
o Cr. No entanto, mesmo com as curvas aparentando inclinagdes semelhantes, foram
aplicados testes estatisticos (teste F e teste t de Student) para confirmar essa
possibilidade. Curvas com coeficientes angulares estatisticamente iguais indicam
auséncia de efeitos de matriz. O aluminio apresentando como coeficientes angulares da
curva aquosa (0,00977 + 0,00033), do método das adi¢Bes de padrdo (0,01102 + 0,0006)
e valores de F e t calculados (3,01 e 3,4, respectivamente). No caso do cromo, oS
coeficientes angulares da curva aquosa (0,02019 + 0,00202), do método das adi¢des de
padrdo (0,02059 + 0,00148) e valores de F e t calculados (0,006 e 0,04
respectivamente). J& o cobre, os coeficientes angulares da curva aquosa (0,00851 *
0,00034), do método das adi¢bes de padrdo (0,00794 + 0,00021) e valores de F e t
calculados (0,001 e 2,46 respectivamente). E o zinco, os coeficientes angulares da curva
aquosa (0,00561 + 0,00054), do método das adi¢cBes de padrdo (0,00662 + 0,0003).
Avaliando-se essas informacdes com um teste F e teste t, foi possivel concluir com 95%
de confiabilidade que ndo ha diferenca significativa entre os valores, visto que os
valores de F e t calculados foram inferiores aos valores de F e t Tabelados (19 e 4,3,
respectivamente).

Os estudos da exatiddo e da precisdo foram aceitaveis. Ao analisar a amostra de
folha de cana-de-agucar por ICP OES, cujo teor de aluminio indicado é (19,98 + 1,09)

ng g7, e no método de curva aquosa em GF AAS foi encontrado um valor médio de

(20,80 + 2,20) ng g™ e valores de F e t calculados (1,2 e 0,17, respectivamente). O teor
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de cromo indicado é (6,98 + 0,88) ug g™, e no método de curva aquosa em GF AAS foi
encontrado um valor médio de (6,97 + 1,45) ug g™ e valores de F e t calculados (2,7 e
0,01, respectivamente). O resultado indicado para o cobre é (10,29 + 5,109) ug g™, e no
método de curva aquosa em GF AAS foi encontrado um valor médio de (7,11 + 0,6) ug
g™ e valores de F e t calculados (6,0 e 0,17, respectivamente). Ja teor de zinco indicado
é (14,89 + 1,23) pg g, e no método de curva aquosa em GF AAS foi encontrado um
valor médio de (16,47 + 0,91) ug g* e valores de F e t calculados (13,9 e 2,97,
respectivamente), sdo inferiores aos valores de F e t Tabelados (19 e 4,3,
respectivamente). Foi possivel concluir com 95% de confiabilidade que ndo ha
diferenca significativa entre esses valores, visto que os valores de F e t calculados sdo
inferiores aos valores de F e t Tabelados (19 e 4,3, respectivamente). Esses resultados
estdo apresentados na Tabela 2.

As figuras de mérito determinadas para essa metodologia estdo apresentadas na
Tabela 3. O coeficiente de correlacdo das curvas variou entre 0,9913 a 0,9987 para
todos os analitos investigados. Os LD’s instrumentais determinados foram 4,27; 0,30;
1,05; e 6,79 ng L™ para Al, Cr, Cu e Zn, respectivamente. J4 os LD’s do método foram
8,54 ug Kg™ (Al), 0,59 pg Kg™ (Cr), 2,09 png Kg* (Cu) e 22,64 ug Kg™* (Zn). Os LQ’s
instrumentais para o Al foi, 14,23 pg L™, 0,98 ug L™ para Cr, 3,48 ug L™ parao Cu e
22,64 ug L™ “para o Zn, enquanto que os LQ’s do método foram 28,46; 1,96; 6,96 e
45,28 ng Kg™* para Al, Cr, Cu e Zn, respectivamente. J4 as massas caracteristicas
ficaram em 4,45 pg (Al), 3,77 pg (Cr), 9,06 pg (Cu) e 4,59 pg (Zn).
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Figura 19 - Estudo do efeito de matriz na metodologia para o aluminio em folha de

cana-de-agucar. (m) curva aquosa (e) curva adi¢do de padrdo
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Figura 20 - Estudo do efeito de matriz na metodologia para o cromo em folha de cana-
de-agUcar. (w) curva aquosa (e) curva adigdo de padrdo
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Figura 21 - Estudo do efeito de matriz na metodologia para o cobre em folha de cana-
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de-acUcar. (w) curva aquosa (®) curva adi¢do de padrao.
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Figura 22 - Estudo do efeito de matriz na metodologia para o zinco em folha de cana-
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Tabela 2 - Teores de Al, Cr, Cu e Zn em folha de cana-de-acucar, curvas analiticas preparadas em meio aquoso e analisadas em ICP OES

comparados com GF AAS.

Elemento ICP OES (mg g™) GF AAS (mg g™}
Al 19,98 + 1,09 20,80 + 2,20
Cr 6,98 + 0,88 6,97 £1,45
Cu 10,29 £ 5,11 7,11 +0,6
Zn 14,89 + 1,23 16,47 £ 0,91

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 3 - Parametros de mérito obtidos para a metodologia de Al, Cr, Cu e Zn em folha de cana-de-agucar, curvas analiticas preparadas em meio

aquoso.
Parametro Al Cr Cu Zn
Equacéo de regressao (n=3) y =0,0105x + 0,4461 y =0,0202x + 0,0211 y =0,0085x + 0,0362 y = 0,0066x + 0,4435
R? (n=3) 0,9913 0,9987 0,9936 0,9924
Faixa linear (ug L™) 0,0-50,0 0,0-10,0 0,0-50,0 0,0-50,0
LD inst.? (ng L), n=10 4,27 0,30 1,05 6,79
LD met.” (ug Kg?), n=10 8,54 0,59 2,09 13,58
LQ inst. (ug Kg™), n=10 14,23 0,98 3,48 22,64
LQ met. (ug L), n=10 28,46 1,96 6,96 45,28
Massa caracteristica (pg) 4,45 3,77 9,06 4,59

%inst. = instrumental: ®met.= método

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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5.6 DETERMINACAO DE Al, Cr, Cu E Zn EM AMOSTRAS DE FOLHA DE
CANA-DE-ACUCAR

Na Tabela 4 estdo apresentados os teores de Al, Cr, Cu e Zn determinados em
amostras de folha de cana-de-agUcar do experimento realizado de forca ibnica, pelo
método desenvolvido. Foram encontrados valores entre 6,03 a 56,70 ug g™ para o Al;
23,95 a 472,79 pg g™ para o Cr; 11,59 a 19,38 pg g™ para o Cu e 15,14 a 26,44 pg g*
para o Zn.

Analisando os dados dos elementos apresentados na Tabela 4, pode-se observar
que as diferentes solucdes preparadas, com forcas i0nicas diferentes ndo afetaram de
forma geral a absorcdo dos nutrientes. A concentracdo de Al e Cr aumentaram somente
qguando houve adicdo desses elementos na solucdo preparada. Os valores de
concentracdo do Cu também ndo variaram mesmo nas solugdes com adi¢do de Al e Cr.
Aparentemente o Zn sofre uma alteracdo no valor de concentragdo nas amostras que
foram adicionados 5 mg L™ de Cr, sendo que se manteve estavel nas outras solucdes,

porém mais estudos devem ser feitos para a confirmacdo dessa hipétese.



Tabela 4 - Teores médios de aluminio, cromo, cobre e zinco em amostras de folha de cana-de-agucar cultivadas em diferentes composicGes da

solugdo nutritiva de Clark (1975) obtidos com o método proposto. Média + SD?, n=3.

Analitos (pg g™

Amostras
Al Cr Cu Zn

1/2 Forca Completa 26,45 + 5,01 27,22 + 1,55 12,18 +1,33 18,55 + 3,84

1/4 Forca Completa 11,07+ 1,31 26,04 £ 1,38 14,44 + 3,39 16,39 + 1,63

1/8 Forca Completa 12,81 £ 3,67 59,35+ 8,91 15,67+ 5,44 20,60 + 1,86

1/2 Forga Incompleta” 9,92 +3,23 25,38 + 2,41 11,59 + 4,94 22,69 + 3,23

1/4 Forga Incompleta” 10,63 + 2,32 60,58 + 5,86 17,58 + 0,79 15,87 + 0,50

1/8 Forca Incompleta” 6,03 £ 1,69 36,50 + 5,52 19,38 £ 6,96 17,38 £2,35

1/2 Forga Incompleta Al° (6 mg L™) 47,99 + 4,87 35,57 + 9,31 12,92 +2,93 15,14 + 3,69
1/4 Forga Incompleta Al° (6 mg L™) 34,63+ 1,95 23,95 + 6,55 16,97 + 3,02 16,34 + 3,38
1/8 Forga Incompleta Al° (6 mg L™) 56,70 + 6,24 36,04 + 5,28 17,59 + 2,87 18,23 +2,23
1/2 Forca Incompleta Cr° (5 mg L™ 14,15 + 3,91 472,79 + 2,93 13,02 + 1,29 26,44 + 3,64
1/4 Forca Incompleta Cr° (5 mg L™ 22,94 + 3,23 437,00 + 4,83 13,12 + 0,87 22,62 + 2,16
1/8 Forga Incompleta Cr® (5 mg L™) 21,98 + 6,50 407,51 8,11 14,28 + 3,11 21,28 +5,31

®Desvio padrdo

®Solugdo preparada sem adicdo de Fe e de P, pH=4,2.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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6 CONCLUSOES

As amostras vegetais com granulometria menor do que 53 um foram as mais
adequadas para o preparo das suspensoes. A velocidade de sedimentacdo das suspensoes
preparadas apenas em meio aquoso demonstraram a necessidade do uso de agentes
estabilizantes. Entre os diversos agentes estabilizantes da suspensao investigados, 0s
melhores resultados foram observados para o &cido nitrico 5% v/v e para a mistura de
acido nitrico 5% v/v : Triton X-100 0,04% v/v. Foi possivel ainda determinar a melhor
estratégia para homogeneizacéo da suspensdo, que foi o borbulhamento com ar, porém,
com interrupcdo no momento da amostragem (stop-flow).

As curvas de pirdlise e atomizacdo apresentaram perfis adequados demonstrando
que os meios investigados ndo causaram instabilidade térmica dos analitos no GF AAS.
Nos estudos para o elemento Al e Cr a suspensdo preparada em meio de acido nitrico
5% v/v : Triton X-100 0,04% v/v na presenca de Mg(NO3), como modificador quimico,
apresentaram curvas de pirdlise e atomizacdo mais estaveis. Para o elemento Cu, tanto
nos padrdes como na amostra preparada em meio de acido nitrico 5% v/v : Triton X-100
0,04% vlv, as temperaturas de pirolise e atomizacdo foram semelhantes as observadas
na literatura, dispensando assim a necessidade de utilizacdo de modificador quimico. Ja
para o elemento Zn a suspensdo foi preparada em meio de acido nitrico 5% v/v : Triton
X-100 0,04% v/v na presenca de Pd como modificador quimico. As melhores
temperaturas de pirdlise e atomizacdo obtidas foram 1700°C e 2400°C para Al; 1500°C
e 2300°C para Cr; 1000°C e 2100°C para Cu e 1100°C e 2100°C para Zn.

Os efeitos de matriz foram avaliados pela comparacdo dos dados obtidos com o
método das adi¢des de padrdes e com a curva analitica em meio aquoso. A exatiddo do
procedimento proposto foi avaliada comparando-se os dados obtidos pelo método
proposto com o0s dados obtidos pelo método de digestdo acida nitrico-perclorica e
analise por espectrometria de emissdo 6tica com fonte de plasma (ICP OES). A analise
estatistica (teste F e teste t a 95% de confianca) dos dados demonstrou que o método
proposto possui adequada exatiddo. O método otimizado foi utilizado para analise direta
de uma série de amostras em suspensdo de folhas de cana-de-acucar. Foram encontrados
valores entre 6,03 a 56,70 ug g™ para o Al; 23,95 a 472,79 ug g™ para o Cr; 11,59 a
19,38 pug g™ para 0 Cu e 15,14 a 26,44 pg g™ para o Zn. O uso de suspensdes foi
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apropriado para anélise de Al Cr, Cu e Zn em amostras de folhas de cana-de-acucar e 0s

valores encontrados estdo dentro do esperado.
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