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SISTEMAS MECANIZADOS ACOPLADOS A FORNO DE MICROONDAS PARA A
MINERALIZAGAO EM LINHA DE AMOSTRAS DE INTERESSE ALIMENTICIO:
DETERMINACAO DE FERRO E COBALTO

Autor: Edenir Rodrigues Pereira Filho
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda
RESUMO

A simplificagdo das operagdes prévias no processo analitico € caracterizada como
um fator essencial para minimizar o tempo requerido no preparo de uma amostra. Neste
sentido, um sistema mecanizado para a mineralizagdo em linha de suspensdes de
alimentos foi desenvolvido para a determinagao de ferro e cobalto.

Uma suspenséo estabilizada é introduzida em um fluxo carregador de ar até uma
bobina de mineralizacao localizada dentro da cavidade de um forno de microondas caseiro.
Um software escrito em Visual Basic® 3.0 foi desenvolvido para permitir o transporte da
suspensao, programar o forno de microondas, e controlar a valvula de mineralizagao.

O sistema proposto foi otimizado para a determinacdo de ferro e cobalto em
amostras certificadas, tais como, mexilhdo, ostra, figado bovino e peixe e amostras nao
certificadas de peixe. Na determinacgao de ferro, as suspensdes de ostra foram preparadas
em HNO; conc. mais H,O, a 6% (v/v), para as amostras de peixe e mexilhao, foi utilizada
agua régia mais H,O; a 3% (v/v). O método proposto apresentou uma faixa linear de 50 a
200 pg L™ (r>0,999) e precis&o, expressa como RSD, de 3,7% (n=10) para a repetibilidade
e 5,0% (n=30) para a reprodutibilidade.

No método espectrofotométrico para a determinagdo catalitica de cobalto, o
processo de otimizagdo explorou recursos quimiométricos (redes neurais e algoritmo
genético), e os parametros da mineralizagao foram estabelecidos como HNO3 3 mol L™ para
o mexilhdo, HNO; 3 mol L' mais H,O, a 0,16% (v/v) para o figado bovino, e HNO3
12 mol L™ para o peixe. O método proposto apresentou uma faixa linear de 10 a 50 ng L
(r>0,994) e limite de detecgdo e quantificagdo de 1,7 e 5,5 ng L™, respectivamente.

A exatiddo dos métodos propostos foi investigada com a utilizagdo de

amostras certificadas e técnicas alternativas (FAAS e ETAAS).
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ABSTRACT

The simplification of the usual steps in an analytical process is characterized as an
essential factor to minimize the time required for sample preparation. In this way, a
mechanized system for on-line mineralization of slurry food samples was developed in order
to determine iron and cobalt.

The stabilized slurry sample is introduced into an air carrier stream until reaching the
mineralization coil located inside a household microwave oven. A software writen in Visual
Basic® 3.0 was developed in order to permit the transport of the slurry samples and the
programming of the microwave oven as well as the control of the mineralization valve.

The proposed system was optimized for determination of iron and cobalt in certified
samples such as mussels, oysters, bovine liver and fish as well as uncertified fish samples.
In the iron determination, the oyster slurries were prepared in conc. HNO3; plus 6% (v/v)
H,0O,, whereas for fish and mussels, aqua regia plus 3% (v/v) H,O, were employed. The
proposed method features a linear range from 50 to 200 ug L™ (r>0.999) and presents a
precision, expressed as RSD, of 3.7% (n=10) for repeatability and 5.0% (n=30) for
reproducibility.

In the spectrophotometric method for catalytic determination of cobalt, an
optimization process exploiting chemometrics (neural networks and a genetic algorithm) was
applied and the parameters of the mineralization were established as 3 mol L™ HNOj; for
mussel, 3 mol L™ HNO; plus 0.16% (v/v) H,O, for bovine liver and 12 mol L HNO; for fish.
The proposed method features a linear range from 10 to 50 ng L™ (r>0.994) and presents
detection and quantification limits of 1.7 and 5.5 ng L™, respectively.

The accuracy of both the proposed methods was assessed by using certified

samples and alternative techniques (FAAS and ETAAS).
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE FLUXO PARA A
MINERALIZAGAO DE AMOSTRAS ALIMENTICIAS:
DETERMINAGCAO DE FERRO
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. INTRODUGAO

A sociedade moderna tem buscado cada vez mais na quimica analitica,
respostas para problemas de ordens cientificas, ambientais, médicas, agricolas,
econdmicas e judiciais, entre outros. Devido a isso, a quimica analitica desempenha um
papel de destaque pois, diariamente, milhares de analises séo realizadas em todo o
mundo, quer no controle de qualidade e desenvolvimento de novos produtos, na gestao
do meio ambiente ou no controle de contaminantes em industrias alimenticias, por
exemplo.

Diversas técnicas analiticas passam por um processo de desenvolvimento
tecnoldgico, onde a automacgao € cada vez maior e os limites de detec¢gdo chegam a
valores antes impensaveis [1-2]. Entretanto, a etapa de preparo de amostras, tais como
mineralizacdo ou extracdo, ndo passou por esse processo de desenvolvimento no
contexto analitico criando, as vezes, um significativo obstaculo, pois o preparo de
amostras representa uma etapa critica, ja que o tempo consumido equivale de 60 a
90% do tempo total do processo analitico [3].

O preparo das amostras pode ser executado em vasos abertos, onde sao
empregadas grandes quantidades de reagentes, em comparagdo com 0O preparo em
vasos fechados. Ainda, durante o processo de tratamento da amostra, podem ocorrer
perdas de compostos mais volateis e contaminagao [4].

Na tentativa de minimizar ou até mesmo evitar os problemas associados a etapa
de preparo de amostras, o uso de sistemas mecanizados se apresenta como uma
alternativa extremamente atrativa [5]. A mecanizagao do processo analitico visa reduzir
0s erros provenientes da atuagdo humana e de contaminagdes, diminuir a
periculosidade e o tempo total do processo analitico barateando o custo da analise
principalmente quando fornos de microondas sdo empregados.

A hifenagao de fornos de microondas a sistemas de analises em fluxo continuo,
pode ser de grande ajuda na mineralizagdo em linha, de forma a obter-se em maiores e
melhores informacdes analiticas com menos material, tempo, esforcos e recursos. Além

disso, o tempo total da mineralizagdo pode ser diminuido de horas para minutos,
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principalmente pelo fato de ndo haver necessidade de esfriamento do reator de
mineralizagao, como ocorre com frascos fechados [5].

No tocante a area alimenticia, sdo objetivos prioritarios o controle de qualidade
tanto no processo de fabricagdo, como na distribuicdo dos alimentos. Neste sentido, a
analise de alimentos desde o ponto de vista de essencialidade e/ou toxidez para o

homem, é de vital importancia [6].

Il. OBJETIVOS

No primeiro capitulo dessa dissertagao, foi desenvolvido um sistema de fluxo
acoplado a um forno de microondas caseiro para a mineralizagdo de amostras
alimenticias. As melhores condi¢cdes para a mineralizacdo de amostras de peixe, ostra e

mexilhdo, foram determinadas e posteriormente o ferro foi detectado.

lll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A. TEORIA DAS MICROONDAS

As microondas s&o definidas como a radiagdo eletromagnética de faixa do
espectro eletromagnético que compreende comprimentos de onda entre 0,1 a 100 cm.
As microondas constituem uma radiacdo eletromagnética ndo—ionizante que provoca
movimentos das espécies em solugéo pela migragcdo de ions e/ou rotagdes de dipolo,
causadas pelo elevado numero de vezes em que o campo eletromagnético se alterna
(em um forno de microondas caseiro, por exemplo, isso ocorre 4,9x10° vezes por
segundo). Devido a esse mecanismo de "stress" induzido, ocorre o aquecimento, sendo
que o mesmo nao € produzido por fonte externa, mas sim, pela interacdo entre as
microondas e as moléculas da amostra. Fica claro que, para que haja aquecimento, &
necessario a presenga de moléculas polares e ions em solugdo. A polaridade, portanto,
€ um aspecto fundamental no aquecimento por microondas. No aquecimento de 100 mL
de agua a temperatura aumenta 70 °C em 80 segundos, porém para 100 mL de
tetracloreto de carbono (CCls) ha um aumento de 2 °C em 140 segundos, a uma
poténcia de 700 W [7].
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As microondas possuem frequéncias que variam de 300 a 300.000 MHz. Quatro
delas sao utilizadas nas areas industrial e cientifica: 915+£25; 2450+13; 580075 e
221254125 MHz. Destas, a frequéncia de 2450+13 MHz é a mais comum, inclusive,
sendo usada nos fornos de microondas caseiros, como recomendado pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) [3]. A energia tipica que um sistema de microondas irradia é
de 600 a 700 W. Desta forma, em cinco minutos, aproximadamente, 43 kcal podem ser
fornecidas por um forno de microondas a um sistema [3].

Um aparelho de microondas tipico, usado no aquecimento de amostras para as
diversas aplicagbes analiticas, consiste de seis componentes basicos: o gerador de
microondas (chamado de magnetron), o guia de ondas, a cavidade das microondas, o
agitador (para espalhar as ondas), um circulador e um exaustor de ar. As microondas
sdo produzidas pelo magnetron, propagadas através do guia de ondas, e inseridas
diretamente dentro da cavidade do forno onde o espalhador as distribui em diferentes
direcbes sendo, entdo, absorvidas pelas moléculas de amostras e solventes [3].
A figura 1 mostra alguns detalhes de um forno de microondas convencional utilizado em
laboratorio para a mineralizagdo de amostras.

guia de onda
™~
- € -

-\
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magnetron
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Figura 1: Esquema de um forno de microondas convencional.

B. EMPREGO DE FORNOS DE MICROONDAS PARA PREPARO DE
AMOSTRAS

Um grande numero de amostras requer algum tipo de preparo, e a grande
maioria n&do € soluvel em agua ou em solventes organicos, devido a presencga de
silicatos contidos em amostras inorgénicas e proteinas e lipideos presentes em

amostras biolégicas. As melhores condi¢bes para a mineralizagdo de uma amostra
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dependem da sua natureza. Geralmente, alguns mililitros de acido e algumas horas de
aquecimento (100 a 200 °C) sao suficientes para decompor 1 g de qualquer tipo de
amostra mineral. Um procedimento ideal para a mineralizacido de amostras seria aquele
que reunisse as seguintes qualidades: 1) determinagdo de varios elementos em um
mesmo processo de mineralizag&o; 2) decomposic¢ao rapida e simples de amostras; 3)
minimo volume de &cidos; 4) aplicabilidade a uma grande variedade de amostras e 5)
obtencao de resultados precisos e exatos [8]. A grande maioria das técnicas como
espectrometria de absor¢cado atdémica (AAS), espectrometria de emissdo atdbmica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) e espectrofotometria (UV-Vis) utilizam
amostras na forma liquida homogénea para a determinagao de metais e ndo-metais [8]

Hesek e Wilson [9] utilizaram a energia das microondas (550 W e tempo de
irradiacdo de 15 minutos) para a secagem de diversos materiais, tais como, carbonatos
de bario, cobalto, chumbo, magnésio, manganés, niquel e zinco, bem como sulfatos de
bario, calcio e chumbo. Este trabalho é de fundamental importancia, pois nele foi
descrita a primeira utilizacdo de fornos de microondas em quimica analitica.

Um dos maiores problemas na determinacao de tragcos de metais em amostras
biolégicas € a dissolucdo da matéria organica. Amostras biologicas (botanicas e
alimenticias) sao, primordialmente, constituidas por 3 componentes basicos:
carbohidratos, proteinas e lipideos. Tais componentes se decompdem a
aproximadamente 140, 150 e 160 °C, respectivamente. Com a utilizagdo de fornos de
microondas foi possivel empregar acidos a temperaturas superiores ao seu ponto de
ebulicdo como, por exemplo, o acido nitrico. Este, a pressdo normal, entra em ebulicao
a 120°C, porém, a 5 atm, em um frasco fechado, seu ponto de ebuligdo chega a 176°C
[10].

Em 1975, Abu-Samra et al [11] utilizaram, pela primeira vez, a energia das
microondas para o preparo de amostras biologicas. Nas mineralizagdes foi aplicado um
forno de microondas de poténcia igual a 600 W e a mistura mineralizadora era
constituida de acido nitrico e acido perclérico na proporgéo de 4:1 (v/v) e, em alguns
casos, empregou-se peroxido de hidrogénio a 30% (v/v). As mineralizagbes eram
executadas em frascos erlenmeyer de 125 mL, onde a 0,5 g de amostra seca eram

adicionados a 10 mL da mistura de acidos. Tempos de 5 a 15 minutos foram suficientes



Dissertacdo de Mestrado Capitulo 1

unICAamMB

para preparar um conjunto de 20 amostras. Para uma maior durabilidade do forno de
microondas, os autores empregaram um lavador de gases construido em fibra de vidro
e o forno ndo era acionado por um longo periodo de tempo para ndo danificar o
magnetron e os componentes eletrénicos.

Comparando-se este sistema com uma mineralizacdo em chapa aquecedora, 0
mesmo apresenta certas vantagens, como: 1) a atengdo do operador poderia ser
aproveitada em outras fungdes dentro do laboratério; 2) riscos associados com os
fumos de acido perclorico e explosdo, foram eliminados; 3) o tempo para o preparo das
amostras foi drasticamente reduzido, pois, no preparo em chapa aquecedora, o tempo
necessario é de 1 a 2 horas (ou mais).

Nadkarni [12] empregou um forno de microondas caseiro para o preparo de
carvdo, amostras biologicas, oleos, rochas e sedimentos. A poténcia utilizada foi de
625 W. Na eliminacdo dos vapores acidos, que potencialmente poderiam danificar os
componentes eletrénicos do forno, o autor efetuou as mineralizacbes em frascos de
Teflon® tampados e localizados dentro de um dessecador (sem o agente dessecante).
Um vacuo parcial foi criado e o dessecador introduzido na cavidade do forno de
microondas. Nas mineralizagbes empregaram-se 200 mg de amostra, 5 mL de agua
régia e 2 mL de acido fluoridrico. Para evitar danos ao magnetron foi introduzido um
béquer com aproximadamente 50 mL de agua na cavidade do forno. As amostras eram
aquecidas por 3 minutos na poténcia maxima. Apos este tempo, o dessecador era
retirado do forno, aberto, adicionava-se 1 grama de acido bérico e os frascos de Teflon®
eram novamente aquecidos por mais 10 minutos em banho maria para eliminar o HF.
As amostras mineralizadas eram levadas a um ICP-AES para a determinagdo de 22
elementos. O chumbo e o crémio apresentaram perdas de 20 e 26%, respectivamente,
e para os outros elementos essa perda foi < 5%. Um dos pontos de destaque deste
trabalho, refere-se ao estudo do melhor tamanho de particula para a execucdo das
mineralizagdes. Foram estudados tamanhos de particulas entre 8 a 325 "mesh" para o
carvao, e os melhores resultados foram obtidos quando particulas com 150 "mesh"
eram empregadas. Outro aspecto relevante foi a observagdo de que em amostras nao
porosas, como coque ou 6leos pesados, a extragao de metais por microondas nao foi

bem sucedida. Nadkarni propds um mecanismo para a mineralizacdo de carvao por
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microondas devido a agua trapeada no interior dos poros das particulas de carvao.
Devido a isso, a pressdo aumentaria e fraturaria a amostra sélida e a fragmentagao
possibilitaria que novas por¢oes fossem expostas a acdo dos acidos utilizados.

O uso de vasos abertos para a mineralizagdo de amostras por microondas
pontecializa os riscos de contaminagdo da amostra, e a corrosdo do equipamento.
Kingston e Jassie [13], propuseram o emprego de frascos de Teflon® PFA
(perfluoroalcoxi etileno) fechados para o tratamento de amostras; desta forma a
temperatura de trabalho nao estaria limitada ao ponto de ebulicdo dos acidos utilizados,
pois a pressao adquirida é bastante superior quando comparada a obtida com vasos
abertos. Outro ponto a ser destacado € a diminuicdo do tempo de preparo das amostras
com a associacao da alta pressao e alta temperatura. Os autores utilizaram termopares
para o controle da temperatura e pressdo, pois, desta forma pbéde-se assegurar a
eficiéncia e a reprodutibilidade das mineralizagbes. Empregando-se um forno de
microondas com poténcia de 600 W e um tubo de PVC para efetuar a exaustdo do
sistema, foram preparadas amostras de tecido de ostra, farinha de arroz, farinha de
trigo, figado bovino e urina humana. As mineralizagbes foram executadas obedecendo-
se 0 seguinte procedimento, adicdo de 5 mL de a&acido nitrico concentrado e
aquecimento em placa aquecedora até proximo a secagem. Adicdo de mais 5 mL de
HNO3; e fechamento dos frascos com a ajuda de um torquimetro (24 Nm). Em seguida
as amostras eram levadas ao forno de microondas por 1,5 minutos, a poténcia maxima.

Aysola et al [14], empregaram um forno de microondas caseiro para o tratamento
de amostras de figado bovino. Pesaram 0,25 g de amostra em um frasco de Teflon®,
adicionaram 1,5 mL de H,SO4 e 1,5 mL de HNOs. Os frascos foram fechados e levados
ao forno de microondas por 60 segundos, a 700 W. Em seguida as amostras foram
resfriadas e o volume ajustado para 25 mL. Cobre, ferro, zinco, cadmio, crémio e
chumbo foram determinados por espectroscopia de absorgédo atémica (AAS).

Alvarado et al [15], determinaram ferro, niquel e vanadio em amostras de carvao
por espectroscopia de absor¢gdo atdbmica com atomizacgéo eletrotérmica (ETAAS). Foi
efetuada uma comparagcdo entre a mineralizacdo por microondas e pelo método
convencional. Na mineralizagdo convencional os autores empregaram uma mistura de

HNO3; e HCIO4 concentrados (1+2 v/v). O procedimento total para mineralizagao
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consumiu aproximadamente 11 horas. Na mineralizagdo por microondas empregou-se
um aparelho caseiro (600W) e tubos de vidro Pyrex com tampas rosqueavéis de
polipropileno. Uma mistura de 5 mL de HNO3 concentrado e 2 mL de HCI concentrado
era adicionada a cada tubo, juntamente com 0,1-1,15 g de amostra. Os tubos eram
fechados e levados ao forno por 1 minuto. Visualmente, a amostra ndo apresentava
nenhuma mudancga, porém, este tempo era suficiente para extrair os metais de
interesse.

Ybaries et al [16], compararam a mineralizac&o por via seca com a mineralizacao
por microondas, onde empregaram amostras de mexilhdo para a determinagdo de
arsénio. Foram utilizados frascos de Teflon®, com tampa rosqueavel e um forno de
microondas caseiro (120-750 W) para a execugdo das mineralizagbes. O tempo
necessario para a decomposi¢cao por via seca foi de aproximadamente 2 a 3 dias. A
mineralizagdo por microondas foi realizada medindo-se 250 mg de amostra seca,
adicionando-se 2 mL de HNO3; a 65% m/v e 2 mL de H,O2 30% v/v. Os frascos foram
fechados e levados ao forno de microondas por 1 minuto a 555 W e, em seguida, por 4
minutos a 300 W. Este processo demandou aproximadamente 20 minutos.

A utilizacao de fornos de microondas tém alcangcado as mais variadas aplicacoes,
como por exemplo, a extragdo de compostos organicos. A energia das microondas
pode ser canalizada para a extracdo de compostos nas mais diversas matrizes, como
solo, plantas, tecido vegetal, vidros, catalisadores, resinas e tintas, com o emprego de
pequena quantidade de solvente. Llompart et al [17], extrairam fenol, o-cresol, m-cresol
e p-cresol em amostras de solos, utilizando uma mistura de hexano-acetona. As
extracdes foram executadas em frascos fechados de Teflon®. Foram estudados o
volume de solvente, porcentagem de acetona e temperatura de extragao.

Deaker e Maher [18], mineralizaram amostras certificadas de peixe para a
especiacdo de selénio: Se (IV), Se (VI), seleniometionina, seleniocisteina, trimetil
selénio, seleniocistamina. As mineralizacdes foram preparadas em frascos de Teflon®
com capacidade para 7 mL, onde eram adicionados 1 mL de HNO3 a 0,1 g de amostra
seca. Os frascos eram fechados e acondicionados em frascos maiores de Teflon® que

por sua vez eram levados para o forno de microondas.
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C. ACOPLAMENTO DE SISTEMAS DE FLUXO A FORNOS DE MICROONDAS

Apesar de todo o avanco adquirido com o uso de fornos de microondas no
preparo de amostras, algumas etapas podem oferecer algum tipo de limitagdo. Estas
limitagdes dizem respeito a contaminag¢des durante a pesagem da amostra e adicdo de
reagentes (acidos), tempo de resfriamento dos frascos de Teflon® (1 a 2 horas), diluicdo
da amostra apds a mineralizacao e, principalmente, ao trabalho do operador. Com o
advento do acoplamento de sistemas de fluxo a fornos de microondas algumas dessas
limitagdes foram superadas.

A analise por injecdo em fluxo — FIA, é um processo que utiliza a introdugéo da
amostra em um fluido transportador ndo segmentado, produzindo uma regido onde se
estabelecem gradientes de concentragdes. Esta regidao, chamada de zona da amostra,
vai sendo transportada até a deteccao, onde se dara a quantificagao do analito. Deve-
se destacar quatro partes principais do processo FIA: introducdo da amostra, propulsao
dos fluidos, reacdes e detecgao [19]. Evidentemente que, quando acoplado a um forno
de microondas, a detecg¢ao do analito de interesse deve ser feita posteriormente, com a
utilizagcao de alguma técnica analitica (espectrometria, espectrofotometria, entre outras).

A mineralizagdo por microondas, quando realizada com o emprego de sistemas
de fluxo, permite a mistura de um volume adequado de acidos e amostra. Esta mistura
€ levada até a cavidade do forno e, posteriormente, introduzida no sistema de deteccgéo.
Para esta proposta, sdo utilizados sistemas de fluxo que incluem um forno de
microondas acoplado em linha com espectrometros de absor¢ao atbmica com chama
(FAAS), com atomizagao eletrotérmica (ETAAS) e com espectrometria de emissao
atébmica com plasma induzido de argbnio (ICP-AES) [8].

O primeiro trabalho de acoplamento de sistemas de fluxo para o preparo de
amostras em fornos de microondas foi proposto por Burguera et al [20], onde foram
mineralizadas amostras de sangue para posterior determinagédo de cobre, zinco e ferro
por AAS. A mistura mineralizadora empregada foi constituida por HNO; 0,4 mol L™ e

HCI1 0,3 mol L™. A figura 2 mostra o diagrama de fluxo utilizado.
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Figura 2: Sistema de fluxo acoplado a fornos de microondas para mineralizagdo de amostras. C: solugéo
transportadora; P: bomba peristaltica; I: injetor; D: tubo de mineralizagdo; MO: forno de microondas; AAS:
espectrofotdmetro de absorgao atdmica; R: registrador; Ls: alca de amostragem para a amostra; La: alga
de amostragem para os reagentes.

Em outro trabalho, Burguera et al [21], propuseram um sistema de fluxo acoplado
a um forno de microondas caseiro para a determinacéo de zinco e cadmio por AAS em
amostras de figado e rins. Com o sistema, foi possivel preparar simultaneamente seis
amostras e uma das principais vantagens do mesmo, foi a diminuigdo da contaminagao
por fatores externos.

Amostras de lodo de esgoto foram mineralizadas para a determinagdo de
chumbo por Carbonell et al [22] em um sistema de fluxo. No sistema proposto, a
amostra era continuamente reciclada no forno de microondas. Apés a acao das
microondas, 100 puL da amostra mineralizada eram injetados no sistema de
determinacao. O procedimento recomendou a adi¢do de 150 a 500 mg de amostra em
25 mL de HNOj3; concentrado. Apos 5 minutos a 650 W, a amostra ja estava pronta para
a etapa de determinagcdao. Uma limitagdo do processo proposto diz respeito ao tamanho
das particulas utilizadas, onde os autores afirmam que tamanhos de particula
superiores a metade do didmetro interno das linhas de transmissdo, provocavam
problemas de entupimentos.

Karanassios et al [23], propuseram um sistema de fluxo para a mineralizagao de
amostras biolégicas. Uma suspensao contendo 350 mg de amostra era preparada em
20 mL de agua e, posteriormente, ocorria a mescla com 20 mL de agua régia por
confluéncia de zonas. A mistura era mineralizada por 2 minutos a poténcia de 720 W e,
posteriormente, o volume era ajustado para 50 mL. Os metais de interesse (Al, Ba, Ca,

Cu, Fe, Mg, Mn e Zn) foram determinados por ICP-AES. Os autores relatam a

10
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existéncia de particulas ndo mineralizadas apds a passagem da amostra pelo forno de
microondas. A formacdo dessas particulas se deve a presenga de aminoacidos que,
tipicamente, ndo contém elementos tracos.

Para a grande maioria das técnicas por espectrometria de absor¢cao atébmica, a
mineralizagdo completa das amostras ndo é necessaria para a obtencao de resultados
reprodutiveis e respostas adequadas [8].

A concentracdo da amostra na suspensao para a mineralizagao por sistemas de
fluxo é um parédmetro de fundamental importancia. Haswell e Barclay [24],
determinaram Ca, Fe, Mg e Zn em diversas amostras biologicas utilizando uma bobina
de mineralizagdo com 20 metros de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno. Foram
pesadas de 50 a 500 mg de amostra (<180 um), obtendo-se suspensbes de
concentragdes iguais a 0,005 e 0,5% m/v, respectivamente. Ao sistema de fluxo, eram
injetados 1 mL da suspensao e, apés 3 minutos de agcao das microondas, a amostra ja
estava pronta para a deteccdo dos metais de interesse por AAS. Uma das limitagdes do
sistema consistia na utilizacdo de suspensdes com concentragao inferior a 1%, pois
valores maiores provocavam obstrugdes no sistema de fluxo.

Welz et al [25], determinaram oito compostos de mercurio em urina e agua por
espectrometria de absorgao atébmica com vapor frio (CV-AAS). A poténcia empregada
foi de 72 W e a velocidade analitica foi de 30 a 40 amostras h™' para amostras n3o
amalgamadas e 24 amostras h™' para as amostras amalgamadas. O limite de detecgéao
encontrado foi de 10 ng L. Ainda, segundo os autores, o tratamento de amostras
utilizando sistemas de fluxo acoplados a fornos de microondas é particularmente
interessante para a determinagdo de mercurio, pois ndo ocorrem problemas associados
a mobilidade do metal, riscos de contaminacdes e perda do analito.

Matusiewicz e Sturgeon [26], compararam a mineralizagdo efetuada em
microondas focalizado e vaso fechado, com a mineralizagado executada em fluxo e forno
focalizado. O parametro escolhido para a comparacgao foi a concentragdo de carbono
residual apds as mineralizagcdes. Os autores utilizaram amostras certificadas de urina e
lodo de esgoto e o HNO3; concentrado. Tipicamente, apdés a agao das microondas,
restam de 2 a 30% de carbono organico, porém, a destruicdo completa da matéria
organica de amostras bioldgicas ¢ total a 320 °C e, aproximadamente, 100 bar. A
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mineralizagdo por microondas focalizadas permitiu uma eficiéncia de 99,6% na
destruicdo da matéria organica, porém, com a mineralizagdo em fluxo, essa eficiéncia
foi de 67,7% para a amostra de urina e 66,7% para o lodo de esgoto. Os autores do
trabalho salientam que o emprego de sistemas de fluxo em fornos focalizados permite
uma maior reprodutibilidade e maior aproveitamento das microondas, pois o volume da
cavidade é de aproximadamente 42 mL. Os autores abordam, também, que com o uso
de técnicas como AAS ou ICP-AES, n&o € necessario destruir toda a matéria organica
para obter resultados confiaveis e reprodutiveis.

Cabrera et al [27], determinaram chumbo por geragao de hidretos em amostras
de vinhos, sucos de frutas e outras bebidas. As amostras de vinho n&o necessitaram de
mineralizagao, porém, as de cerveja e sucos requereram um tratamento prévio com
HNO3;. As amostras de suco, previamente desgaseificadas em ultra-som, foram
introduzidas no sistema de fluxo na forma de uma suspensao. O tempo de exposi¢ao as
microondas variou de 45 a 14 segundos e o HNO3; empregado, de 30 a 40% (v/v), para
as cervejas e frutas, respectivamente. O chumbo foi determinado por geracéo de
hidretos (HG-AAS) e os resultados comparados com atomizacdo eletrotérmica
(ETAAS). O limite de deteccdo foi de 10 pug L para o vinho e outras bebidas e
1,0 ng L' para as amostras de frutas.

Arruda et al [28], determinaram aluminio em mariscos utilizando mineralizagéo
por microondas. O sistema foi otimizado levando-se em consideragdo a concentragao
do acido empregado (HNO3), a poténcia do forno e o tempo de mineralizagdo. Um dos
pontos de destaque deste trabalho foi a introducdo de uma amostra sélida sob a forma
de uma suspensdo no sistema de fluxo. A suspensado foi preparada medindo-se
determinada massa de amostra seca e dissolvendo-se em HNO; 0,2 mol L. Uma
aliquota de 100 uL desta suspenséo era introduzida no sistema e confluida com 200 pL
de HNO; 3 mol L™. O liquido transportador foi constituido por HNOs; 0,2 mol L™ e
bombeado a 0,25 mL min™'. A amostra mineralizada foi posteriormente levada ao copo
do auto-amostrador e o volume ajustado para 2 mL. As determinagdes se deram por
ETAAS e o limite de detecgao obtido foi de 10 pg L. A bobina de mineralizacéo

possuia 2 metros, pois comprimentos maiores contribuiam para a dispersdo da amostra

12



Dissertacdo de Mestrado Capitulo 1

unICAamMB

e seria necessario um grande volume de transportador para proceder a limpeza do
sistema de fluxo, com consequente diminuicdo da velocidade de mineralizagao.

Sturgeon et al [29] determinaram alguns metais de interesse em amostras
ambientais. As mineralizagbes foram conduzidas em um sistema de fluxo comercial
proposto pela empresa CEM. As mineralizacdes se davam em uma bobina de Teflon®
(PFA) com 30 metros de comprimento e 0,92 mm de didmetro interno, tendo o ar como
transportador. A poténcia maxima do forno foi de 550 W e permitia pressdes de até
2.413 KPa. As amostras foram preparadas em uma mistura de 4 partes de agua
destilada desionizada, 3 partes de HNO3; concentrado, 1 parte de HCI concentrado e 2
partes de HF concentrado. Uma aliquota contendo 10 mL desta suspensdo era
introduzida no sistema de fluxo e, apds 4 minutos de irradiacdo, a amostra mineralizada
era recolhida no auto-amostrador de um ICP-AES. O sistema proporcionou uma taxa de
mineraliza¢ao de 6 a 8 amostras h.

Arruda et al [30] determinaram selénio em amostras de mariscos. No sistema de
fluxo empregado, a amostra na forma de uma suspenséo, era introduzida em um fluxo
transportador de ar. O sistema de fluxo foi constituido por uma bobina com 550 cm de
comprimento e 0,8 mm de didmetro interno. A amostra foi preparada misturando-se de
200 a 500 mg em 5 mL de HNO3 0,2% v/v e a suspenséo foi estabilizada em banho de
ultra-som, por 10 minutos. Duzentos pL eram introduzidos no sistema de fluxo e para
auxiliar a mineralizagéo, 300 uL de HNOs 6 mol L' também eram introduzidos em um
fluxo de ar e mesclados com a amostra. Apos 1 minuto, a bomba peristaltica foi parada
e o forno ligado por 4 minutos.

E muito pequeno o nimero de publicacdes para a determinacdo de metais por
espectrofotometria, quando as mineralizagdes sao efetuadas em fornos de microondas,
pois a maioria dos trabalhos utilizam espectrometria de absor¢édo ou emissao atébmica.
Balconi et al [31], propuseram um sistema de fluxo para a mineralizagdo de amostras de
agua e posterior determinagao de oxigénio dissolvido. O sistema de fluxo era composto
por um transportador de agua destilada e os reagentes eram constituidos por uma
mistura de dicromato de potassio e acido sulfurico. A bobina de reagdo possuia 10

metros de comprimento e o preparo de uma amostra completava-se em 3 minutos, e a
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leitura se dava a 445 nm. Acoplado ao sistema, havia um desgaseificador constituido
por uma membrana de Teflon®.

Oliveira et al [32], empregaram um sistema com injecdo sequencial para
proceder a mineralizagao de amostras de suco de laranja, vinhos, vegetais e leite. No
sistema proposto a amostra na forma de uma suspenséo, era transportada até uma
bomba de mineralizagdo localizada no interior de um forno de microondas. Apos a
exposicao as microondas e mineralizacdo com HNOj;, o fluxo transportador era
revertido, e a amostra mineralizada direcionada para a deteccao espectrofotométrica de
fésforo total.

Desde a sua primeira aplicagdo por Abu-Samra et al [11], o uso de fornos de
microondas tém crescido de maneira exponencial. Na década de 70 foram publicados
apenas 7 artigos referentes ao uso de microondas em quimica analitica, na década de
80 publicaram-se 132 trabalhos e nos anos 90 até 1994 ja haviam sido publicados 166
trabalhos [10]. Na literatura s&o encontradas 5 revisdes sobre o tema [8,10, 33-35] o
que mostra a grande disseminagdo da técnica no meio laboratorial. Desta forma, o
numero de trabalhos sobre a utilizagcdo de fornos de microondas em sistemas de fluxo
para a mineralizacdo de amostras € expressivo, sendo que no quadro 1 sio listados

alguns trabalhos com as suas principais caracteristicas analiticas.
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Quadro 1: Sistemas de fluxo acoplados a fornos de microondas para o preparo de amostras.

Matriz Analito Técnica* Condigoes de mineralizagao Ref
Bioldgica TiO2 ETAAS HCI + HNO3: 2 m de bobina; 10 amostras h”’ 36
Sangue Zn, Cu FAAS HNO; + HCI; 10-30 uL amostra tomada in vivo; bobina 37

2 m; 30 amostras h’’
Terra diatomacea Hg AFS 100 pL amostra; 1 min. - 30W; microondas focalizado 38
Sangue, materiais Hg CVAAS Mistura oxidante: KMnO4 com KBr/KBrOs3; 39
certificados compostos Bobina: 20 m; 45 amostras h™'
organicos e
inorganicos
Aguas, efluentes Hg total CVAAS HCI; agua régia, KMnO4, H2SOs, persulfato; 500uL; bobina | 40
sedimentos 1 m; 12 amostras h™
Ambiental Hg CVAFS 400 pL amostra; 4 m bobina; 50 s - 20 W; microondas 41
focalizado
Sangue Co ETAAS HNO3; 2 mL amostra; bobina 5 m. 42
Cabelo Pb ETAAS 100 mg amostra + 2 mL de mistura 1:1 HNO3:HCIOyg; 43
tempo: 15 min.
Geoldégicas Mg FAAS amostra em suspens&o com HF+HNO3 44
Aguas Uréia e ambnia | UV-Vis Mistura: HySO./K>SO4/HgSO.; 5 amostras h” 45
Aguas P UV-Vis Mistura: HNOs/HCIO4; bobina: 6 m; 7 amostras h”' 46
Efluentes liquidos P total UV-Vis HNO3; 2 mL amostra; bobina de 7,2 m; desborbulhador; 30 |47
amostras h”’
Bioldgicas Cu, Mn, Pb, Zn | FAAS HNO;3 conc. + H,O2 30% (v/v) 48
Bioldgicas Cu, Mn FAAS 5 mL H>0; (30% v/v) + 5 mL HNO;3 conc. 49
Leite Cu, Fe FAAS 3 mL amostra + 1 mL HNO3 + 1 mL H,;O; 5 min. — 700 W 50
Tecido adiposo Fe, Zn ETAAS H2SO4 + HNO3 4:1 (v/v) 51
Aguas, urina e Bi, Sn, Pb, As | HG-AAS Mistura oxidante: KBr/KBrO3z/HCI; bobina: 10,2 m; 13-30 52
materiais certificados amostras h’’
Aguas, urina Hg CVAAS Mistura oxidante: KMnO4/K2S,0s/H2SOy; 53
compostos organicos bobina: 10,2 m; 24 amostras h™
e inorganicos
Sangue Fe, Cu, Zn FAAS bobina: 50 cm; 20 s; mistura: HCI/HNO3; 54
Carvao, suspensoes Cu, Fe ICP-AES bobina: 10 m; 5 min; suspensdes em Triton X-100 e HNO3; 55
de CRM**
Solo Pb FAAS 5 min - 250 W; mistura: HNO3/H,0; 56
Agua DQO, Cr UV/Vis, FAAS | bobina:15 m; mistura: K;Cr,O7/H,SO4/HgSO4 57
Lodo de esgoto Zn, Cu, Pb, Cd, | ICP-AES 6 min; suspensao em HNO; 1,5 mol LT 58
Ni, Cr
Agua de torneira Se HGAAS 1 min; mistura: HBr/KBrOs; bobina: 4 m 59
Rocha, solo, Ni ETAAS Mistura: agua régia/HF/H,O,; 10 min. 60
sedimento, lodo,
tecido de mexilhéo e
farinha de arroz
Agua Pb, Co, Mn (ll) | UV/Vis 4-6 min; mistura: HNO3/H.0- 61
Fe (111)
Vegetais Cr, Co, Ni ETAAS 2 min; mistura: HNO3/H,O,; bobina: 4 m 62
Agua P total Amperométric | Mistura: 0,08 mol L" HCIO,4 + 0.05 mol L™ K»S,0s; 20 63
a amostras h™".
Carvao Cu, Fe FAAS Suspenséo em HNO3; 10% (v/v); bobina 156 cm 64
Leite, sangue e urina | Ca, Mg, Zn ICP-AES Mistura: HNO3/H.SO4/H,0,; microondas focalizado 65
Peixe Pb ETAAS 300 pL de suspensao + 400 uL HNO3 6 mol L™'; bobina 150 | 66
cm; 9 min
Urina, lodo, e ar Pb ICP-AES bobina: 30 m - 0,7 mm d.i.; 2,5 min 67
Amostras Paracetamol UV-Vis bobina: 6 m - 200 W; mistura: KIO4/NaOH 68

farmacéuticas

* ETAAS - Espectrometria de Absor¢cao com Atomizacao Eletrotérmica; FAAS - Espectrometria
de Absorcao Atébmica com Chama; AFS — Espectrometria de Fluorescéncia Atémica; CVAAS -
Espectrometria de Absorgdo Atdmica com Vapor Frio; CVAFS - Espectrometria de Absorgéo de
Fluorescéncia Atémica com Vapor Frio; UV-Vis — Espectrofotometria; HG-AAS - Espectrometria
de Absorcdo Atdmica com Geragdo de Hidretos; ICP-AES — Espectrometria de Emissao
Atémica com Plasma Indutivamente Acoplado; **CRM - Certified Reference Material

15




Dissertacdo de Mestrado Capitulo 1

unICAamMB

D. IMPORTANCIA NUTRICIONAL DO FERRO

O ferro € um metal de importancia fundamental na nutricdo humana. No Brasil as
consequéncias devido a anemia custam, a cada ano, aproximadamente US$ 605
milhdes. Esta quantia esta diretamente relacionada a 5% do absenteismo escolar e
20% de perda de produtividade dos trabalhadores rurais. O Brasil € um dos poucos
paises do mundo onde nao ha leis obrigando o enriquecimento com ferro e/ou vitaminas
dos alimentos de amplo consumo de massas. Recentes pesquisas revelaram que 35%
da populacao infantil da cidade de Sao Paulo € anémica, sendo 10% com anemia
severa. Paises tais como Estados Unidos e Chile enriquecem leite e farinha de trigo
com ferro e vitaminas do complexo B, ha mais de 40 anos [69]. Desta forma, a
determinacdo de ferro e o desenvolvimento de metodologias para a mineralizagdo de
amostras alimenticias, se reveste de extrema importancia para a caracterizagao do
valor nutricional dos alimentos.

A quantidade de ferro no corpo humano varia em fungdao do sexo, idade e
nutricdo. Em adultos do sexo masculino, a presenca de ferro varia de 4 a 5 g [70]. A
deficiéncia nutricional do ferro, além de provocar anemia, tem também como
consequéncias principais, pequeno crescimento, letargia, baixo rendimento no trabalho
e reduzida imunidade. Sua deficiéncia em criancas € especialmente problematica,
provocando anorexia e baixo desenvolvimento mental.

A demanda diaria de ferro € de 0,6 mg, porém, nos primeiros anos de vida séo
recomendadas doses de 1 mg dia™, devido ao rapido crescimento. A concentracao de
ferro em diversos alimentos depende das condi¢des climaticas e do tipo de solo. As

principais fontes de ferro sao: figado, rins, ovos, legumes, chocolate, cana e salsa [70].
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PARTE EXPERIMENTAL

A. MATERIAL

Os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento desta etapa do

trabalho:

Espectrofotdmetro equipado com célula de fluxo de 18 mm de caminho 6tico e 300 pL
de capacidade, marca Femto, modelo 432.

Bomba peristaltica com oito canais e velocidade variavel, marca Ismatec, modelo IPC.
Injetor comutador confeccionado em acrilico.

Registrador potenciométrico, marca Kipp & Zonen, modelo BD 111.

Tubos de Tygon de diversos didmetros para o transporte dos reagentes e amostras, nos
sistemas de mineralizagao e determinacéo.

Forno de microondas caseiro marca CCE, modelo MW 1350 Turn Table, com poténcia
nominal de 800 W.

Tubos de polietileno com diametro interno de 0,7 mm para a confecgcéo de reatores,
linhas de transmisséo e algas de amostragem dos sistemas de fluxo empregados.
Tubos de Teflon® com didmetro interno de 2,0 mm para a confecgdo da bobina de
mineralizagao e linhas de transmissao do sistema de mineralizagao.

Vélvula de Teflon® para o aprisionamento da suspens&o no interior do forno de
microondas.

Banho de ultra-som, marca Cole-Parmer, modelo 8890R-MT.

Detector de vazamentos de microondas, marca Micronta (Hong-Kong/China).
Computador Pentium 166 MHz, com 16 Mbites de memodria RAM e 1,2 Gbites de
memoria ROM.

Balanca analitica, marca Mettler, modelo AE 200.

Desionizador de agua, marca Sybron/Barnstead, modelo D2782.

Destilador sub-ebulicado, marca Marconi, modelo MA 075.

Liofilizador, marca Labconco, modelo Freeze Dryer 8.

Peneira com malha que permite a passagem de particulas < 53 um. Marca Bertel.

Moedor de alimentos, marca Arno.
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e Interface PCL 711S, fabricante PC Multilab.

e Vidrarias e outros materiais, comuns a um laboratério analitico.

B. REAGENTES E SOLUGCOES

Os reagentes listados foram utilizados no desenvolvimento deste trabalho e
possuem grau analitico. Todas as solu¢gdes foram preparadas utilizando agua
destilada/desionizada.
¢ 1,10 — Fenantrolina Monohidratado (C1,HgN, .H,0O), P. M. 198,22. Marca Merck.

e Acetato de Aménio (CH3COONH,), P. M. 77,08. Marca Merck.

¢ Nitrato de Ferro (Ill) nanohidratado [Fe(NO3)3;.9H,0], P. M. 404,00. Marca Merck.

e Acido Nitrico concentrado, densidade 1,40 g mL™, 65% (m/v) e P. M. 63,01. Marca Merck.

e Acido Acético concentrado, densidade 1,01 g mL", 99% (m/v) e P. M. 60,05. Marca
Merck.

e Acido Cloridrico concentrado, densidade 1,19 g mL™", 36% (m/v) e P. M. 36,46. Marca
Merck.

e Perdxido de hidrogénio, densidade 1,11 g mL™", 30% (v/v) e P. M. 34,01. Marca Merck.

Todas as solugdes foram preparadas diariamente em agua destilada/desionizada
e acondicionadas em frascos de polietileno. A relagdo das solugbes empregadas nesta
parte do trabalho encontram-se a seguir.

e Solugdes de acido nitico nas seguintes concentracdes: 0,014 mol L7,
6 molL"e 8 mol L;

e Solugdo estoque de ferro: 1000 mg L' Fe*. Preparada dissolvendo-se
3,6170 g de nitrato de ferro (lll) nanohidratado em 500 mL de solu¢do de acido nitrico
0,014 mol L',

e Solugdo tampao pH 3,62: preparada misturando-se porg¢des iguais de acido acético
2 mol L e acetato de aménio 2 mol L™;

e Solugdes de trabalho de ferro (50 - 200 pg L") em acido nitrico 0,014 mol L™
Preparadas a partir de diluicbes apropriadas da solugéo estoque de ferro;

e Solucao de acido ascérbico a 1 % m/yv;
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e Solugao de 1,10 — Fenantrolina Monohidratado a 0,25 % m/v;

e Agua régia, preparada misturando-se 1 volume de HNO3 concentrado e 3 volumes de
HCI concentrado;

o Agua régia invertida (mistura de Leffort), preparada misturando-se 3 volumes de HNO3
concentrado e 1 volume de HCI concentrado;

e Mistura de solugdes de HNO50,15 mol L™ e HCI 0,35 mol L™, na proporcéo de 1:1.

C. AMOSTRAS

As amostras certificadas listadas, foram utilizadas para a validagdo da
metodologia proposta:

e Tecido de ostra - NIST (National Institute of Standards & Technology) Standard
Reference Material (SRM) 1566a.

e Peixe - IAEA (International Atomic Energy Agency) Standard Reference Material
(SRM) MA-A-2 1062/TM.

e Mexilhdo - NIES (National Institute for Environmental Studies) Certified Reference
Material (CRM), numero 06.

Algumas amostras de peixe foram analisadas para a determinacéo de ferro:
cacao, pescadinha e merluza. Estas amostras foram obtidas comercialmente, e
preparadas utilizando-se apenas os "filets". Posteriormente, foram trituradas,
homogeneizadas e resfriadas. Apos resfriadas por 3 dias, a massa homogénea foi

liofilizada a 6 KPa até peso constante (=~ 48 horas).

D. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA: SISTEMA DE FLUXO ACOPLADO A
FORNOS DE MICROONDAS CASEIRO

Nesta primeira etapa do trabalho, foi desenvolvido um sistema para a
mineralizagcdo de amostras em linha. Utilizou-se uma bomba peristaltica, um forno de
microondas caseiro, um computador, um injetor comutador confeccionado em acrilico e
uma valvula de Teflon® para manter a amostra dentro do forno de microondas,
conforme a figura 3. Foi utilizada uma interface PCL 711 S para o controle da

mineralizacdo e um programa escrito em Visual Basic® 3.0, cuja finalidade era controlar
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o funcionamento da bomba peristaltica, a valvula de Teflon® e o posicionamento do
injetor (amostragem ou injeg&o).

Para o computador

Para o computador

/—|—: Para o computador
v — AR
A 80
A mL min’|
FMO —
BP
S | D

Figura 3: Sistema utilizado na mineralizagdo de amostras onde B: bobina de mineralizagdo; A: amostra
mineralizada; MP: motor de passo; V: valvula para manter a amostra dentro do forno de microondas;
FMO: forno de microondas; S: suspenséao estabilizada da amostra; Lg, : alga de amostragem; BP: bomba
peristaltica; I: injetor comutador; e D: descarte.

Foram utilizados tubos de Teflon® (politetrafluoretileno - PTFE), com diametro
interno de 2 mm, para a montagem dos sistemas de transmissdo e bobina de
mineralizagdo com 2 metros de comprimento.

No sistema de fluxo da figura 3 a amostra, na forma de uma suspensao
estabilizada, € introduzida em um fluxo transportador de ar, sendo bombeada até a
bobina de mineralizagéo, localizada na cavidade do forno de microondas. O tempo
entre a injecdo e o posicionamento da suspensdao no interior da bobina de
mineralizagao foi de 35 segundos.

Entre o injetor e a bobina de mineralizagdo, foi posicionada uma valvula de
pressao (figura 4) construida em Teflon® com a finalidade de interromper a passagem
de fluxo e, consequentemente, aprisionar a amostra na cavidade do forno de
microondas. Apos a contagem do "tempo de residéncia", a valvula era acionada
automaticamente pelo computador, a amostra aprisionada, e o forno de microondas era
ligado manualmente. Terminado o tempo de irradiagdo, a valvula se abria, sendo a
amostra mineralizada bombeada para um baldo volumétrico. Uma solugido de HNO;
0,014 mol L™ foi introduzida no sistema de fluxo para limpar o sistema de transmiss&o e

completar o volume do baldo volumétrico.
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Nos experimentos descritos neste capitulo, as mineralizagdes foram efetuadas
uma a uma, através de uma valvula confeccionada em Teflon®. A figura 4 mostra os
principais detalhes desta valvula. Inicialmente, temos uma peca metalica (A) para
prender a valvula em um suporte de aluminio, em seguida temos a parte central e
movel da valvula (B), que por sua vez é conectada ao motor de passo. A valvula é
dotada de uma parte fixa (C), que recebe as conexdes de entrada e saida da

suspensao.

Figura 4: Valvula empregada para o aprisionamento de suspensdes. A caneta ao lado da uma nogao do
tamanho da mesma.

E. DETERMINAGCAO ESPECTROFOTOMETRICA DE FERRO

O sistema de fluxo foi otimizado através da determinacao de ferro em amostras
certificadas (ostra, peixe e mexilhdo). Primeiramente, a otimizagdo foi iniciada com a
utilizacdo de suspensdes de amostra certificada de ostra. Diversas variaveis do sistema
de fluxo foram investigadas, afim de se obter os melhores resultados. A amostra de
ostra foi escolhida para iniciar os trabalhos, ja que possuia a maior concentragao de
ferro (539 + 15 ug g ™).

E importante salientar que a posi¢do da bobina de mineralizagéo no interior do
forno de microondas foi investigada, pois trata-se de uma variavel determinante na
obtencao de resultados mais precisos. Outras variaveis estudadas foram:

(1) concentragao e composi¢gdo da mistura mineralizadora — empregaram-se
solugbes de HNO3; de concentragdes iguais a 6, 8 mol L', e HNO;
concentrado, agua régia invertida (mistura de Leffort) e agua régia. Em
algumas suspensdes utilizou-se 2,4 ou 6,0% v/v de H,0O;

(2) tempo de exposi¢cao as microondas — testou-se a agdo das microondas por 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos;
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(3) tamanho de particula das amostras utilizadas — foram executados testes com
suspensdes com tamanho de particula variando de 53 um a 250 um e

(4) volume de suspensao empregado nas mineralizagcbes — o volume de
suspensao introduzido no sistema de mineralizagao variou de 200 a 400 pL.

Para a determinacado de ferro, foi utilizado um sistema de fluxo proposto por

Mortatti et al [71] (figura 5).
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Figura 5: Sistema de fluxo empregado na determinacdo de ferro onde Cs: transportador; R1:acido
ascorbico; R2: 1,10-fenantrolina; R3: tamp&o acetato; A: amostra mineralizada proveniente do sistema da
figura 3; A: 512 nm; B4, B,, Bs: bobinas de 10, 25 e 30 cm, respectivamente; Ls: alga de amostragem com
200 pL; e B: bomba peristaltica. Outros simbolos s&o iguais ao da figura 3.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. CONSIDERAGCOES DE SEGURANGCA

O forno de microondas utilizado nas mineralizagdes nao passou por nenhuma
modificagdo em seus componentes eletrébnicos e mecanicos. Foram tomadas algumas
precaugdes de seguranga para se evitar danos ao magnetron e checaram-se possiveis
vazamentos de microondas.

Para se evitar danos ao magnetron do forno, foi posicionado um béquer com
aproximadamente 100 mL de &agua no interior da cavidade de irradiacdo. Este

procedimento foi necessario pois o volume da bobina de mineralizagdo € muito pequeno
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quando comparado com o volume da cavidade do forno (= 32 litros). O volume do
béquer (100 mL) era sempre reajustado a cada ciclo de atuagdo das microondas.
Para checar a ocorréncia de vazamentos foi empregado um medidor de

microondas e em nenhum caso ocorreu vazamento das mesmas.

B. CALIBRAGCAO DO FORNO

Antes do inicio dos experimentos para a determinacdo das melhores condigcbes
de mineralizagao das amostras de ostra, peixes e mexilhdes, foi executada uma série
de experimentos, afim de se determinar a real poténcia do forno de microondas caseiro.
A calibragcédo do forno de microondas foi feita de modo semelhante ao recomendado
pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA — Environmental
Protection Agency). Para os equipamentos do tipo cavidade isto é feito através da
medida da variagdo de temperatura de 1.000 gramas de agua expostas a radiagao de
microondas em um determinado intervalo de tempo [3].

O forno caseiro empregado nos experimentos permite a selecdo de 11 niveis
distintos de poténcia. O quadro 2 mostra a poténcia em cada nivel selecionado,

segundo o manual de instrugdes fornecido pelo fabricante.

Quadro 2: Niveis de Poténcia do forno de microondas caseiro.

Nivel Poténcia Porcentagem da
selecionado nominal (W) Poténcia Maxima
P10 800 100
P9 720 90
P8 640 80
P7 560 70
P6 480 60
P5 400 50
P4 320 40
P3 240 30
P2 160 20
P1 80 10
Descongelar N&o informado Nao informado

O procedimento executado consistiu, basicamente, em aquecer 1.000 gramas de

agua por 120 segundos, e medir a temperatura inicial (T;) e a temperatura final (T¢). Os
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experimentos foram executados nos seguintes niveis de poténcia: P10, P8, P6, P4 e
P2.
Na obtencéo dos valores reais para a poténcia a férmula a seguir foi utilizada:
k' cp m AT

Poténcia (W) =
t

onde:

k = fator de conversao de calorias/s para watts (= 4,184 W cal™ * s);
cp = calor especifico da agua (1,00 cal g - °C);

m = massa de agua usada em gramas;

AT =T;=T; (°C);

t = tempo de aquecimento (s);

A figura 6 traz os resultados obtidos experimentalmente para os valores de
poténcia.

O maior nivel de poténcia (P10) fornece na realidade, aproximadamente 700 W e
nao 800 W, como descreve o fabricante. Perante este fato, em todas as mineralizagoes

executadas selecionou-se o nivel maximo de poténcia (P10) do forno.

700+ 700/
600 - d
523//
500
g /
400 384
3 e
S 300+
% 244 /
0. 200+ d
s y = -49,5 + 7,345 x
100{ 105 .~ r=0,9987
S
0 /' T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Poténcia nominal (%)

Figura 6: Curva da poténcia real obtida para o forno de microondas caseiro.
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C. INVESTIGACAO DA DISTRIBUICAO DAS MICROONDAS DENTRO DO
FORNO

A investigacdo da distribuicdo das microondas dentro da cavidade de irradiagao
€ um parametro fundamental para se obter resultados precisos e reprodutiveis [30]. Um
forno de microondas caseiro ndo possui um dispositivo para espalhar as microondas
dentro de sua cavidade e, ainda, ndo ha como deixar as bobinas no prato giratério para
uma melhor distribuicdo das microondas. Em fornos convencionais para laboratérios
analiticos sao empregados espalhadores em forma de um "ventilador" dotados com
uma "antena" metalica .Para a execugado desta investigagdo, foram empregados 10
béqueres contendo 40 mL de agua em cada um deles. O prato giratério do forno foi
removido e os béqueres, previamente pesados, foram distribuidos sobre a superficie da

cavidade. A figura 7 mostra o posicionamento dos béqueres no forno de microondas.
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Figura 7: Posigbes dos béqueres (A-J) no interior do forno de microondas caseiro.

O forno foi acionado por 2 minutos a 700 W (poténcia maxima) e, apos
resfriados, os béqueres foram pesados novamente e a diferenca de massa foi obtida.
Este experimento foi executado em triplicata. A perda de massa nas diferentes posicoes
variou de 0,8 a 2,2 g.

A posicao que apresentou a maior diferenca de massa situa-se no ponto A
(Figura 7 - 7,2 e 28,9 cm para os eixos x e Yy, respectivamente). O grafico a seguir

(figura 8), mostra a perda de massa em funcdo dos eixos x e y.
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1,5
Perda de
massa (g)

Figura 8: Superficie de resposta obtida, de acordo com a figura 7, devido a influéncia da atuagao das
microondas nas diferentes posicdes dos béqueres (eixos x e y) na perda de massa.

Com base nos resultados apresentados acima, a bobina de mineralizagao foi
posicionada no ponto A (Figura 7), enquanto que no ponto C (27,2 e 28,9 cm para os
eixos x ey, respectivamente) foi posicionado um béquer com aproximadamente 100 mL
de agua, para evitar danos ao magnetron; a cada ciclo de mineralizagdo a agua deste

béquer era reposta.

D. INVESTIGA!(}‘[\O DO TAMANHO DE PARTICULA E ESTABILIZAGAO DA
SUSPENSAO

O tamanho de particula da amostra € um fator determinante para a obtencao de
valores reprodutiveis [22]. Nos estudos efetuados, foram empregados tamanhos de
particulas que variaram de 53 a 250 um.

Quando se empregaram tamanhos de particula de 100 um e didmetro interno de
0,8 mm para o sistema de transmissdao e bobina de mineralizagdo, notou-se a
ocorréncia de entupimentos no sistema de fluxo, com consequente prejuizo da etapa de
mineralizagdo. Este fato também ocorreu quando empregaram-se tamanhos de
particulas menores que 53 um e, dependendo da amostra empregada (peixe), notou-se
um aumento da presséao.

Devido aos acontecimentos descritos, as linhas de transmissdo e a bobina de

mineralizacdo foram trocadas por tubos de Teflon® com 2 mm de diametro interno.
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Utilizando-se tamanhos de particula menores que 53 um, os resultados encontrados
foram satisfatorios no tocante a precisdo, ja que o desvio padrao relativo das medidas
situou-se entre 6 a 10%.

Assim, um tamanho de particula < 53 um foi fixado para a execugao dos demais
experimentos. Utilizou-se um banho de ultra-som para promover a estabilizagao,
homogeneizagdo e desgaseificacdo das suspensdes empregadas nas mineralizagdes.
Foram testados tempos que variaram de 5 a 25 minutos. Utilizando-se intervalos de 5 a
10 minutos, a amostra ndo se encontrava estabilizada e, consequentemente, a
introdugédo da suspensao no sistema de fluxo era muito complicada. Ao se empregar
tempos de homogeneizagdo > 15 minutos, problemas com a introdugdo da suspensao
foram minimizados. Portanto, o tempo de 15 minutos foi fixado a fim de se obter o

melhor compromisso entre a homogeneizagao da amostra e a frequéncia analitica.

E. INVESTIGAGCAO DA ALCA DE AMOSTRAGEM

O volume de suspensao escolhido para a execugao das mineralizagdes foi de
200 pL. Este volume foi selecionado, pois apresentou suficiente sensibilidade para o
meétodo espectrofotométrico e satisfatoria expansdo de gases formados durante a
mineralizagao. O uso de volumes maiores (300 a 400 ulL) de suspensao no sistema de
mineralizagao acarretavam em aumento da pressao interna da bobina de mineralizagao
e, consequentemente, vazamentos na valvula de Teflon®. Portanto, a utilizacdo de
volumes superiores a 200 uL proporcionavam a obtengao de valores inaceitaveis para

a resposta do ferro.

F. INVESTIGAGCAO DAS CONDIGOES DE MINERALIZAGAO

As condigdes de mineralizagdo foram investigadas, primeiramente, para
amostras certificadas de ostra. O 4cido nitrico 6 mol L™ foi utilizado inicialmente para o
preparo das suspensdes. Em todos os experimentos, foi utilizada a poténcia maxima

(700 W) do forno e o tempo de mineralizagdo variou de 5 a 30 minutos. Tempos
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superiores a 30 minutos nao foram testados, pois a velocidade analitica seria
prejudicada e inviabilizaria o sistema proposto.

As suspensodes de ostra em acido nitrico 6 mol L™ foram preparadas pesando-se
250 mg de amostra e diluindo-as em 25 mL de acido. Injetou-se 200 pL de suspenséao
no sistema de mineralizagéo e, posteriormente, ajustaram-se o volume para 10 mL. A

figura 9, mostra a resposta em fungdo do tempo de exposi¢cado as microondas.
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Figura 9: Resposta para o ferro em amostras de ostra preparadas em HNO; 6 mol L.

Como esta evidenciado na figura 9, o acido nitrico 6 mol L™ foi ineficiente para a
mineralizagdo da amostra de ostra, com valores de resposta variando de 638 a 244%
para 5 e 20 minutos, respectivamente. Outro ponto relevante a ser destacado na
amostra mineralizada, é o fato da sua coloragao absorver no mesmo comprimento de
onda do complexo ferro/fenantrolina (512 nm). Portanto, as respostas apresentaram
valores superiores a 100%.

Diante do problema analitico apresentado, resolveu-se aumentar a concentragao
de HNO; para 8 mol L™, porém, novamente os resultados nao foram satisfatérios (figura
10). As respostas variaram de 281 a 244% para 15 e 25 minutos, respectivamente.

Como os resultados obtidos ainda ndo eram satisfatorios, fez-se necessaria a
adicdo de uma pequena quantidade de peroxido de hidrogénio, afim de aumentar o
poder oxidante da mistura mineralizadora. No teste seguinte, ainda utilizando-se HNO3
8 mol L™, adicionaram-se 2 gotas de perdxido de hidrogénio. Foram testados tempos de
15, 20 e 25 minutos e os resultados obtidos foram de 280, 268 e 197%,
respectivamente. Os valores apresentaram uma tendéncia de melhoria na resposta.

Desta forma, o volume de peroxido de hidrogénio na suspenséo foi aumentado. Assim,
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utilizou-se uma mescla composta por 23 mL de HNO3; 8 mol L™ e 2 mL de perdxido de

hidrogénio 30% (v/v), constituindo-se deste modo uma suspensdo com 2,4% (v/v) de
H202.
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Figura 10: Resposta para o ferro em amostras de ostra preparadas em HNO; 8 mol L.

Os tempos investigados foram de 20 e 25 minutos e os resultados obtidos foram
de 205 e 170%, respectivamente. Os resultados obtidos ndo apresentaram uma
diferencga significativa quando comparados com aqueles obtidos pela adigdo de 2 gotas
de peroxido de hidrogénio.

Na etapa seguinte, aumentou-se para 6,0% (v/v) a concentragédo de peroxido de
hidrogénio na suspensdo. Os resultados obtidos foram de 233 e 308% para 20 e 25
minutos, respectivamente. Os valores para a resposta voltaram a apresentar um
aumento significativo. Este fato se deve a diminuicdo da concentragdo do HNOs3 na
suspensao, devido ao aumento da concentracdo de peroxido de hidrogénio e
consequente nao destruicdo da matéria organica da amostra.

Assim, utilizou-se o HNO3 concentrado no preparo das suspensoes e 6% (v/v) de
peréxido de hidrogénio. Os resultados obtidos para 10 minutos de mineralizagao
variaram de 108 a 113% em termos de resposta. Os resultados obtidos foram
considerados satisfatérios para a amostra de ostra certificada.

Finalizada a etapa de otimizacdo das melhores condicdes para mineralizacao
das amostras de ostra, partiu-se para a mineralizacdo das amostras certificadas de
mexilhdo e peixe. A mineralizacdo das amostras de mexilhdo, foram efetuadas

utilizando-se a mesma mescla estabelecida para a ostra. A suspensio apresentou uma
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forte formacdo de espuma, devido ao teor de gordura apresentado na amostra. Os
resultados obtidos para a resposta foram muito ruins (ca. 600%).

O mexilhdo, com certeza, apresenta caracteristicas fisicas distintas da ostra e,
portanto, a mescla de mineralizagdo da ostra ndo poderia ser utilizada para o mexilhdo.
Empregou-se uma mistura mineralizadora mais drastica, com a presengca de HNO; e
HCI na proporgao de 3:1 (agua régia invertida) e 3% (v/v) de peroxido de hidrogénio. Os
resultados obtidos foram de 241% para um tempo de 30 minutos.

Na utilizagdo de uma mescla mineralizadora constituida por agua régia e 3% (v/v)
de perdxido de hidrogénio, os resultados foram satisfatérios, com a obtencado de 103%
para a resposta do ferro, e um tempo de mineralizagdo de 20 minutos. Esta mescla
obtida foi empregada na mineralizagdo das amostras de peixe certificadas e nao

certificadas, com a obteng¢ao de 6timos resultados que serdo mostrados a seguir.

G. DETERMINAGAO DE FERRO

Durante os experimentos efetuados para a otimizagcdo das condicbes de
mineralizagao, o sistema de fluxo para a determinagado de ferro passou por uma série
de modificagdes em seus parametros fisicos e quimicos. O principal parametro quimico
avaliado foi a composig¢ao do tampéo utilizado.

Na determinagdo de ferro nas amostras de ostra foi empregado HNO3;
concentrado, porém, a composicdo do tampao descrita por Mortatti et al [71] era
insuficiente para manter o pH em 3,7 e, consequentemente, houve o aparecimento de
picos duplos. A presenga de picos duplos durante o processo de determinagao deve-se
a presenca de zonas de amostra com diferentes valores para o pH (figura 11).

A

0,02 -

1 min

0,00

Figura 11: Sinais analiticos obtidos quando o sistema tampdo era insuficiente para manter o
pH da zona de amostra em 3,7.
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Portanto, foi necessaria uma pequena variagado no sistema tampéao para manter o
pH em 3,7. Para as amostras de ostra, a proporgdo empregada possuia 1 parte de
acido acético 2 mol L™ e 1 parte de acetato de aménio 2 mol L. Na analise das
amostras de mexilhdo e peixe a proporg¢ao utilizada foi de 1:9.

A vazdo do fluido transportador foi diminuida para 2 mL min" para evitar
problemas de "drift" na linha base. A figura 12 mostra um registro tipico para a

determinacao de ferro em amostras de ostra, peixe e mexilhdo.

a)
A

0,02 |

0,00

b)

0,02

0,00

Figura 12: Sinais analiticos obtidos para a determinacdo espectrofotométrica de ferro, apos a
mineralizagdo em forno de microondas. a) Da esquerda para a direita, curva analitica para o ferro: 50,

100, 200 ug LT, seguida dos "brancos" e do tecido de ostra mineralizado. b) idem figura 11(a), "brancos",
amostras certificadas de mexilhdo e peixe.

H. CARACTERISTICAS ANALITICAS

O método proposto permitiu a determinacdo de ferro, na faixa de 50 a
200 ug L' (r > 0,999; n = 3) e apresenta limite de detecgdo e quantificagdo de
7,5e 24,4 nug L respectivamente, de acordo com as recomendacgdes da IUPAC [72]. A
precisdo, expressa como RSD, foi de 3,7% (n = 10) para repetibilidade e 5,0%

(n= 30) para reprodutibilidade utilizando a amostra certificada de tecido de ostra.
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I. ANALISE DAS AMOSTRAS

Para validar o método proposto para mineralizacdo de amostras, foram
analisadas varias amostras de peixes. A tabela 1 traz os valores obtidos para a

determinacao de ferro, nas amostras certificadas e nao certificadas.

Tabela 1: Resultados obtidos para as amostras certificadas e as amostras nao certificadas de peixe.

Peixe Nome cientifico Conc. (ugg”)
Cacao Mustelus canis, Mitch. 89+5
Pescadinha Cynoscion leiarchus (Cuv. & Val.) 162 + 19
Merluza Merlucius merlucius, Hubbsi 79+3
Tecido de Ostra 567 + 32
Peixe homogeneizado 54 +2
Mexilhdo 167+ 6

"Média + desvio padrdo (n = 5);

" NIST SRM Tecido de Ostra 1566a (Valor certificado: 539 + 15 ug g™');
" IAEA SRM MA-A-2 1062/TM (Valor certificado: 54 + 1 ug g™);
"“NIES CRM n° 06 Mexilh&o (Valor certificado: 161 + 12 ug g™) .

Aos resultados obtidos, para as amostras certificadas, foi aplicado teste t nao

pareado, sendo que os valores obtidos para t, permitiram um grau de confianga de 95%.

32



CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE FLUXO PARA A
MINERALIZAGAO DE AMOSTRAS ALIMENTICIAS:
DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA
CATALITICA DE COBALTO




Dissertacdo de Mestrado Capitulo2

unICAamMB

l. OBJETIVOS

No segundo capitulo dessa dissertacdo, os objetivos primordiais foram o
acoplamento do forno de microondas ao computador e inser¢cao de mais duas bobinas
de mineralizagdo no interior do forno de microondas. Desta forma, objetivamos o
desenvolvimento de metodologias rapidas para a determinagdo espectrofotométrica
catalitica de cobalto em amostras alimenticias mineralizadas. Durante o decorrer dos
trabalhos foi necessaria a otimizagdo, com o emprego de recursos quimiomeétricos, do

meétodo para a determinacio de cobalto.

Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A. IMPORTANCIA NUTRICIONAL DO COBALTO

O cobalto é um elemento metalico que, mesmo sem ser muito abundante, é
bastante comum na crosta terrestre, sendo que a sua concentragcao aproximada no solo
de 0,1a40 pgg' e em agua do mar é de 0,1 a 0,6 ug L. Sua presenca € comum em
rochas ignea, aguas, meteoritos, carvao, solos, plantas e animais [73].

Inicialmente, o cobalto foi utilizado para dar coloracédo azul a vidros e ceramicas,
porém, atualmente o seu emprego € bastante comum na manufatura de ligas com alto
ponto de fusdo e resistentes a corrosao, producdo de metais com alta resisténcia
mecanica, pigmentos, vidros, fertilizantes, na industria de petréleo e quimica, como
catalisador, e na medicina como fonte de radiagao (Co-60) [74].

O cobalto apresenta carater essencial, e € o principal constituinte da vitamina
B-12 [70, 75]. A dose diaria requerida para adultos € de 3 a 4 ug desta vitamina, e a
concentragdo normal no plasma humano é de 450 pg mL™. A sua deficiéncia pode
causar anemia perniciosa [76]. As principais fontes de vitamina B-12 incluem alguns
peixes (truta, arenque, cavala, etc.), ostras, ovos e leite. Em alguns 6rgaos, como
figado, coracao e rins a concentragdo de vitamina B-12 é particularmente elevada. A
vitamina B-12 € amplamente indicada para o tratamento de diversas doengas, como

anemia perniciosa e disturbios relacionados a fadiga muscular. Porém, altos teores de
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cobalto no organismo s&o extremamente perigosos, pois 0 mesmo prejudica a absorgéo
do ferro [70].

A deficiéncia de cobalto é particularmente observada em animais de pastejo.
Como resultado, os mesmos apresentam uma aparéncia pouco saudavel, porém, sem a
presenga de anemia. O diagnostico € dificil quando baseado em paréametros clinicos e
patolégicos. A maneira mais segura de se estabelecer a deficiéncia de cobalto é
observar e medir as respostas resultantes da ministragao oral de cobalto ou inje¢ao de
vitamina B12, em termos de aumento de apetite e ganho de peso. Desta forma a
determinacdo de cobalto, principalmente, em figado bovino € de extrema importancia
[76].

B. DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA DE COBALTO

O sistema reacional utilizado neste trabalho para a determinacdo de cobalto,
baseia-se na oxidagéo de Tiron por peréxido de hidrogénio catalisada por cobalto (ll), a
qual foi inicialmente proposta por Bognar [77], em 1961. Bognar efetuou uma série de
estudos para a determinagcdo de cobalto por espectrometria de absorcdo molecular.
Foram testados 47 meios reacionais, sendo a oxidagao de Tiron (2% m/v) pelo perdxido
de hidrogénio (0,3% vl/v), catalisada por cobalto, a reagdo que apresentou melhores
resultados. A figura 13 mostra a equagdo da oxidagdo de Tiron por perdéxido de
hidrogénio, tendo o cobalto como catalisador.

OH o)
2 + H,0, Col), 2 + 2H,0
‘0;S SOy ‘0;S SO,

Figura 13: Reagéao de oxidagao de Tiron por H,0,.

Otto et al [78], otimizaram o método proposto por Bognar. O limite de deteccéo
obtido foi de 0,05 ng mL™" Co e as concentragdes de Tiron e H,O, empregadas foram
de 0,0025 mol L™

Em 1987, Isshiki e Nakayama [79], adaptaram o método proposto por Bognar
para sistemas de fluxo. As concentragdes de Tiron e peréxido de hidrogénio utilizadas
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foram de 0,010 mol L™ e 0,005 mol L™, respectivamente, e o pH foi ajustado com um
tampao carbonato para valores de 8,5 a 12,0. O sistema proposto permitia uma taxa de
amostragem de 40 amostras h™', com um tempo de reacdo de 210 segundos e

temperatura de 30 °C. A figura 14 mostra o sistema de fluxo proposto por Isshiki e

Nakayama.
bomba MC MC termostato
amostra
(01 mol L' HC o M W M W M WW
@ R, |10 RC ar

MC T
R, lo2s M D
R:  lo2s @9

ar 0,6
2,0
pH metro I—b descarte
mL min-!

Figura 14: Sistema de fluxo proposto por Isshiki e Nakayama para a determinagdo de cobalto.
MC: bobinas de mistura (1 mm d.i. e 0,5 m); RC: bobina de reagdo (1 mm d.i. e 12 m);
M: pontos de confluéncia; FC: cela de fluxo (18 uL); AS: Auto amostrador; D: desborbulhador; R4: solugdo
0,05 mol L™ de carbonato de sodio-bicarbonato de sédio/ 0,1 mol L de hidroxido de soédio;
Ry: Tiron 0,01 mol L e Rs: H,0, 0,005 mol L™

Arruda et al [80], empregaram um sistema de fluxo para a determinagao de
cobalto em amostras mineralizadas de figado bovino. Os autores estabeleceram que os
reagentes poderiam ser previamente misturados no sistema de fluxo e, posteriormente,
mesclados com a amostra. No sistema de fluxo proposto, foi possivel o processamento
de 40 amostras h™'. A curva analitica mostrou-se linear entre 0,00 e 2,00 ug L' de
cobalto, e o limite de deteccdo foi de 2 ng L. A figura 15 mostra o sistema de fluxo

estabelecido.
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Figura 15: Diagrama de fluxo. S: amostra (2,0 mL min™); L: alca de amostragem (60 puL); C: transportador
(HCIO; 0,25 mol L' - 1,0 mL min"); Ry, Ry, Ry NaOH 2,0 mol L' + Na,P,0; 0,1 mol L™
Tiron 0,005 mol L™ e H,0, 0,0005 mol L™ a 0,21 mL min™ ; B: bobina de reagdo (150 cm); D: detector
(426 nm); w e z: pontos de confluéncia; W: descarte.

Malahoff et al [81], determinaram cobalto em agua do mar utilizando um sistema
de fluxo montado em uma embarcacdo. As concentragcdes de Tiron e perdxido de
hidrogénio estabelecidas foram 0,005 mol L™ e 0,3% (v/v), respectivamente. O sistema
permitiu uma taxa de amostragem de 50 amostras h' e um limite de deteccédo de
1ngL™

C. RECURSOS QUIMIOMETRICOS: REDE NEURAL E ALGORITMO GENETICO

Recentes avangos em neurofisiologia tém desvendado varios mecanismos sobre
o fluxo e o processamento de informagdes que ocorrem no cérebro humano. Alguns
destes mecanismos foram modelados matematicamente, permitindo a elaboracao de
algoritmos computacionais que simulam, ainda que de modo simplificado, a mais basica
das estruturas cerebrais: o neurdnio [82].

A capacidade de se implementar computacionalmente versdes simplificadas de
neurénios bioldgicos deu origem a uma sub-especialidade da inteligéncia artificial,
conhecida como redes neurais. Redes neurais € o nome dado a um conjunto de
métodos matematicos e algoritmos computacionais, especialmente projetados para
simular o processamento de informagdes e aquisicdo de conhecimento do cérebro
humano [83].

Uma rede neural pode ser considerada uma caixa de processamento que pode
ser treinada para que, a partir de um conjunto de dados de entrada ("inputs"), possa
gerar uma ou mais saidas ("outputs"), conforme representado na figura 16.
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Entradas

Processamento

Saidas
Figura 16: Representagéo operacional de uma rede neural.

A partir da teoria evolutiva das espécies, John H. Holland um pesquisador da
Universidade de Michigan propés, nos anos 60, a constru¢do de um algoritmo
matematico para otimizagdo em sistemas complexos, sendo batizado de Algoritmo
Genético [84].

A partir dos anos oitenta, o algoritmo genético recebeu um grande impulso em
diversas areas cientificas devido, principalmente, a popularizacdo dos computadores e
consequente surgimento de sistemas computacionais cada vez mais rapidos e

potentes. As areas de maior aplicagcédo sao:
e Processamento de imagens;
e Modelagem e identificagao de sistemas;
e Filtros adaptivos, para o cancelamento de ruidos;
e Robdtica;
e Parametros de redes neurais.
A otimizagao por algoritmos genéticos envolve a maximizagdo ou otimizagéo de

uma funcdo ou uma série de variaveis num processo. De uma maneira muito

simplificada o algoritmo genético trabalha de acordo com a figura 17:
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Figura 17: Esquema de funcionamento de um algoritmo genético.

Desde o primeiro trabalho escrito por MacCulloch e Pitts [82] em 1943, a
utilizacdo de recursos quimiomeétricos, para o equacionamento de problemas analiticos
tem, alcangado um grande numero de trabalhos.

Campmajo et al [85], utilizaram redes neurais na otimizagdo de um sistema de
fluxo para a determinagdo enzimatica de glicose. Foram investigados a velocidade do
fluido, volume injetado e comprimento da bobina de homogeneizagdo. Os autores
afirmaram que uma das grande vantagens da utilizagdo de redes neurais, refere-se ao
fato de que ndo € necessario nenhum conhecimento prévio sobre a estrutura e relagdes
entre as variaveis mais importantes do sistema.

As principais aplicagbes de redes neurais e algoritmo genético, em quimica
analitica, estdo centradas no estudo de ions seletivos, predicdo de estruturas
secundarias de proteinas, diagndstico e predigdo de problemas durante o controle
quimico de um processo [86].

Weijer et al [87], empregaram redes neurais e algoritmo genético para
estabelecer uma relagdo entre a estrutura do polietileno tereftalato (PET) e suas
propriedades.

Bos et al [88], determinaram simultaneamente ferro, niquel e cromio em amostras
de aco. Devido a grande interagao entre estes trés metais, a concentragdo de cada um
nao é proporcional ao sinal analitico, portanto, um modelo n&o linear apresenta grande

interesse. Os autores estabeleceram um experimento fatorial e, com a utilizagcado de
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redes neurais, estabeleceram um método para a determinacdo destes metais por
espectroscopia de fluorescéncia de raio-X.

A determinacdo simultanea de diversas espécies em diferentes matrizes, pode
ser facilmente otimizada com o emprego de redes neurais, obtendo-se resultados
satisfatorios. Ventura et al [89], Hongmei et al [90] e Ruisanches et al [91], identificaram
2 e 3-clorofenol; dioxido de enxofre e umidade relativa; e calcio e magnésio,
respectivamente.

Blanco et al [92], empregaram redes neurais para a determinagao simultanea de
benzilamina e butilamina. Nestas determina¢des foram utilizadas pequenas quantidades
do reagente cromogénico aldeido salicilico caracterizando desta forma uma reacgéo de
pseudo primeira ordem. A utilizagao destas reag¢des apresenta as seguintes vantagens:
diminuicdo da concentragdo com consequente economia de reagentes, e utilizagdo de

reagentes pouco soluveis.

lll. PARTE EXPERIMENTAL

A. MATERIAL

Aos materiais descritos no primeiro capitulo, foram acrescentados:

o Espectrdmetro de Emissdo Atbmica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-AES),
marca Perkin ElImer, modelo Optima 3000 DV;

e Espectrdmetro de Absorgao Atdmica (AAS), marca Perkin Elmer, modelo AAnalyst 300;

o Espectrdmetro de Absorgdo Atdmica com Forno de Grafite (ETAAS), marca Perkin
Elmer, modelo 4100 ZL;

e Forno de Microondas, marca Questron, modelo QW 3000;

e Microscopio de Varredura Eletronica, marca Jeol, modelo JSM-T300;

e Filme fotografico, marca Kodak, modelo Tri-X pan film TX 120;

e Scanner de mesa, marca Hewlett Packard, modelo Scanjet 3c;

o Papel de filtro, marca Framex, quantitativo — faixa azul.
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B. REAGENTES E SOLUGCOES

Aos reagentes e solugdes descritas no primeiro capitulo, deve-se acrescentar:

e Sulfato de Cobalto (1) heptahidratado (CoSQO,4.7H,0), P. M. 281,10. Marca Carlo Erba.

e Hidroxido de Sédio (NaOH), P. M. 40. Marca Merck.

e Tiron — [4,5 dihidroxi-1,3- acido benzenodisulfénico-sal disédio monohidratado]
[(HO),CsH2(SO3Na),.H20], P. M. 332,22. Marca Aldrich Chemical Company, Inc..

e Sulfato de Cobre (ll) (CuSQO,), P. M. 159,60. Marca Merck;

o Niquel em Pé PA, P. M. 58,71. Marca Vetec Quimica Fina Ltda;

e Manganés em Po6 PA, P. M. 54,94. Marca Vetec Quimica Fina Ltda;

e Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgS0QO,4.7H,0), P. M. 246,49. Marca Carlo Erba;

¢ Nitrato de Calcio tetrahidratado [Ca(NO3),.4H,0], P. M. 236,16. Marca Ecibra;

e Sulfato de Aluminio decaoctahidratado [Alx(SO4)3.18H,0], P.M. 666,42. Marca Merck;

¢ Nitrato de Zinco hexahidratado [Zn(NO3),.6H,0], P. M. 297,49. Marca Ecibra;

e Cloreto de Cromio (Ill) hexahidratado (CrCl3;.6H,0), P. M. 266,45. Marca Vetec Quimica
Fina Ltda;

e Dicromato de Potassio (K,Cr,07), P. M. 294,19. Marca Synth;

¢ Nitrato de Chumbo [Pb(NO3).], P.M. 331,20. Marca Ecibra;

e Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,), P. M. 136,09. Marca Merck;

e Sal dissodico do acido etilenodiamino tetraacético — EDTA, P. M. 336,2. Marca Sigma
Chemical Company;

¢ (Citrato de Sdédio dihidratado, [Na3;CgHs07.2H,0], P. M. 294,11. Marca Ecibra;

¢ Nitrato de Magnésio hexahidratado, [Mg(NO3),.6H,0], P. M. 256,41. Marca Merck;

Todas as solugbes foram  preparadas diariamente com  agua
destilada/desionizada e acondicionadas em frascos de polietileno. A relagao das
solugdes encontra-se a seguir.

e Solugdes de acido nitrico nas seguintes concentragdes: 0,014 mol L', 1 mol L™,
3molL”,6molL" e 12 mol L,
 Solucdo de Tiron na concentragéo de 1,8x10™ mol L;

e Solugao de Peroxido de Hidrogénio na concentragao de 3,0x10* mol L™
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e Solugdes de Ferro (lll) nas seguintes concentragdes: 180 pg L™, 300 ug L™, 450 pg L™ e
600 nug L' em acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Cobre (Il) nas seguintes concentragdes: 3 pg L, 15 pg L™, 30 ug L™,
60ugL", 90 ugL”, 120 ug L™, 135 pg L' e 150 pug L™ em acido 0,014 mol L;

e Solugdes de Niquel nas seguintes concentragdes: 3 ug L™, 15 ug L' € 30 pg L™ em
acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Manganés nas seguintes concentracdes: 3 pg L™, 3,3 ng L, 3,6 ug L™,
38ug L 42 gL' 45 gL, 48 ugLl’, 6 gL’ 12 pg L e 15 ug L' em acido
0,014 mol L™

e Solugdes de Magnésio nas seguintes concentraces: 6 pg L, 15 pg L™, 30 pg L™,
45 ng L' e 60 ug L™ em acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Calcio nas seguintes concentracdes: 3 ug L™, 6 pgL™", 15 pgL”, 30 pg L™,
45 ng L' e 60 pug L™ em acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Aluminio nas seguintes concentracdes: 30 ug L™, 45 ugL" e 60 pg L™ em
acido 0,014 mol L™

e Solugdes de Zinco nas seguintes concentracdes: 3 ug L', 6 pg L™, 15 ug L', 24 pg L™,
30ugL", 45 pg L' € 60 ug L™ em acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Cromio (l1) nas seguintes concentragdes: 3 ug L™, 30 pg L' € 60 ug L' em
acido 0,014 mol L™

e Solugdes de Crémio (VI) nas seguintes concentracdes: 3 png L™, 15 pg L™, 30 pg L™,
60 ng L' e 150 pg L' em acido 0,014 mol L;

e Solugdes de Chumbo (Il) nas seguintes concentracdes: 15 pg L™, 30 pg L™, 60 ug L™,
150 pg L', 300 ug L™, 600 ng L™" e 1,2 mg L™ em acido 0,014 mol L™;

e Solugdes de Fosfato nas seguintes concentragdes: 1,5 ug L™, 15 ug L™, 30 pg L™,
60ugL", 3mgL", 30mgL", 300 mg L" e 600 mg L™ em acido 0,014 mol L™;

e Solugées de EDTA nas seguintes concentracdes: 1,5 ug L™, 3 pg L, 15 ug L™,
60 ug L e 150 pg L™ em &cido 0,014 mol L;

e Solugdes de Citrato nas seguintes concentragdes: 800 ug L', 2 mg L', 4 mg L™,
10mgL",20mgL", 40 mgL" e 80 mg L" em acido 0,014 mol L™;

e Solugao de Nitrato de Magnésio a 2,6 g L™, utilizada como modificador de matriz.
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C. AMOSTRAS

As amostra certificadas empregadas foram:
e Peixe - IAEA (International Atomic Energy Agency) Standard Reference Material
(SRM) MA-A-2 1062/TM.
e Mexilhdo - NIES (National Institute for Environmental Studies) Certified Reference
Material (CRM), numero 06.
e Figado Bovino — NIST (National Institute of Standards & Technology) Standard
Reference Material (SRM) 1577a.
Algumas amostras nao certificados de peixe, foram analisadas para a
determinacdo de cobalto: cacao, pescadinha, bacalhau e merluza. Estas amostras

foram preparadas de maneira similar a descrita no primeiro capitulo.

D. DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA DE COBALTO

O método para a determinacdo de cobalto passou por um processo de
otimizacao utilizando-se, para tanto, do auxilio de redes neurais e algoritmos genéticos.
Para a determinacgao catalitica de cobalto, foi empregado um sistema de fluxo
monossegmentado esquematizado na figura 18. Este sistema é semelhante aquele
previamente descrito por Pasquini e de Oliveira [93] e que permite a introdugao

simultanea dos reagentes no interior do monossegmento.

ml min-
C> 0,60
>
A
Ri 0,43 >=6
13- S Ly

R,> 0,43 > L a D

0,43
Rs—> 0,60 B

0,60 >D

’ >D T

Figura 18: Sistema de fluxo monossegmentado empregado na determinagcdo de cobalto, onde
C: transportador; B4,: bobinas para homogeneizagdo de 40 e 100 cm, respectivamente; A: detector
(426 nm); Ly, ¢ 3: algca de amostragem do AR (45 pL), da amostra (45 ulL) e da mescla de reagentes
(180 pL), respectivamente; R1: NaOH; R2: Tiron; R3: H,O,; D: descarte; A: AR; e S: amostra.
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Antes do inicio da otimizacg&o, foram realizados alguns experimentos preliminares
para a obtengao das faixas de concentragao de Tiron e do peréxido de hidrogénio, e da

faixa de tempo a serem estudados.

E. OTIMIZACAO DAS CONDIGOES DE DETERMINAGCAO DE COBALTO

1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Na execucao destes experimentos preliminares, primeiramente, adaptou-se as
concentragdes dos reagentes propostas por Bognar [77] para um sistema de fluxo
monossegmentado. A solugdo tampao utilizada foi constituida por NaOH 0,1 mol L.
Estes testes foram chamados de experimento 1. Foram utilizadas concentracbdes de
cobalto que variaram de 200 a 1000 ng L™.

Baseando-se nos trabalhos descritos anteriormente [79-81], preparou-se uma
série de novos experimentos preliminares (experimento 2) onde a concentragao de
Tiron variou de 0,5 a 16 mmol L™, a concentracao de H,O, variou de 0,25 a 8 mmol L
e o tempo de reagao englobou uma faixa de 90 a 210 segundos. A curva de calibragéao
testada variou de 10 a 1000 ng L. O pH foi fixado em 13, com o emprego de uma
solugao de NaOH 1 mol L™

A inclinagcdo da reta de calibracdo "a" e o coeficiente de correlacdo "r' foram
utilizados para avaliar o desempenho do sistema, relativo as combinagdes de reagentes
e tempo.

O primeiro experimento fatorial foi montado (experimento 3) com 4 fatores e 3
variaveis (4°), resultando em 64 experimentos. As caracteristicas estgo listadas:

» Concentragdes de Tiron: 0,5-2 -4 - 8 mmol L™;

» Concentragdes de HyO,: 0,25 -1 -2 -4 mmol L;

» Tempos de residéncia: 120 - 140 - 160 - 180 segundos.

2. EXPERIMENTOS DEFINITIVOS

Outro experimento fatorial (experimento 4) foi montado e suas principais

caracteristicas sao listadas:

44



Dissertacdo de Mestrado Capitulo2

unICAamMB

> Concentragdes de Tiron: 0,5-1-2 -4 mmol L ™;
> Concentragdes de H,0,: 0,25-0,5-1 -2 mmol L;
» Tempos de residéncia: 120 - 180 - 240 - 300 segundos.

F. ACOPLAMENTO DO FORNO DE MICROONDAS AO COMPUTADOR

Como a interface PCL-711S permite o gerenciamento de outros instrumentos, a
mesma foi utilizada para coletar os dados do espectrofotdmetro e controlar as fungdes
do forno de microondas.

A selecdo manual das fungdes do forno de microondas é feita através de um
cartdo de controle, localizado na parte frontal do aparelho. Neste cartdo, cada funcéo &
controlada por duas "trilhas" que, quando se estabelece o contato entre elas, o
acionamento desta funcdo € executado. As fungdes estabelecidas para serem
controladas através do computador foram: 1 minuto, 10 minutos, ligar, cancelar,
poténcia e tempo.

Entre o forno e a PCL-711S foram posicionados duas chaves légicas 4016, para

auxiliar no gerenciamento das fun¢des do forno de microondas.

G. INFLUENCIA DOS CONCOMITANTES

Apoés a otimizacdo do método para a determinagao de cobalto, foram realizados
alguns testes referentes a interferéncia de outros metais (macro e micronutrientes) e
algumas espécies no sistema reacional. Os metais investigados foram: ferro, cobre,
niquel, manganés, magnésio, calcio, aluminio, zinco, cromio (lll), créomio (VI) e chumbo
(Il). As espécies estudadas foram: fosfato, EDTA e citrato. Nos testes, foram
empregadas solucdes de concentragdes variando de 3 pg L' (manganés) a 80 mg L™
(citrato). Inicialmente, essas concentragbes foram baseadas naquelas presentes nos
materiais de referéncia certificados e aumentadas até um nivel onde se produzisse, no

maximo, £10% de interferéncia.
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H. DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA DE COBALTO

Durante o processo de estudo das melhores condi¢cdes para a mineralizacdo de
amostras, e posterior determinagdo de cobalto, foram utilizadas amostras certificadas
de mexilhdo, figado bovino, ostra e peixe. No preparo das suspensdes utilizou-se
solucdes de HNO3 nas seguintes concentragdes: 1, 3, 6 e 12 mol L™, e agua régia.
Algumas amostras exigiram uma mistura mineralizadora mais oxidativa, portanto, foram
empregadas suspensdes com 0,16 - 0,30 - 0,44 - 0,59-0,87-1,2-4,8e 7,2 % (v/v) de
H20..

I. CONFIGURAGAO DAS VALVULAS

No intuito de melhorar o desempenho das mineralizacbes e aumentar a
velocidade analitica do sistema de mineralizagdo, foram testadas diversas
configuragbes de valvulas para aprisionar a suspensdo no interior do forno de

microondas. Estas serdo mostradas, e discutidas as limitacbes de cada uma.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. OTIMIZAGAO DAS CONDICOES PARA A DETERMINAGCAO DE COBALTO

1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

A tabela 2 mostra os principais resultados para os testes executados quando as
concentragdes propostas por Bognar foram empregadas (experimento 1).
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Tabela 2: Impressdes obtidas para os primeiros experimentos preliminares.

Amostra Reagentes Razao Impressoes preliminares
Amostra/Reagentes
132,54 pL 4418 uL 3 Nessas condigdes, o tempo foi insuficente
para a geracao de cor (baixa sensibilidade).
88,36 uL 44,18 uL 2 Houve uma melhora para as concentragbes

de 200 a 400 ng L™, porém, concentracdes
superiores apresentaram baixo sinal analitico.

88,36 uL 88,36 uL 1 Aumento da sensibilidade analitica.
88,36 uL 176,72 uL 0,5 Esta condigédo apresentou os melhores
resultados.

A tabela 3 mostra os resultados obtidos para o experimento 2.

Tabela 3: Resultados obtidos para o segundo experimento preliminar.

Teste | Tiron (mmol L") | H,0,(mmol L") | Tempo de residéncia (s) r a
1 1 0,5 90 0,9998 3,40
2 16 8 90 0,9979 0,01
3 16 8 120 0,9849 0,28
4 4 2 180 0,9999 0,03
5 0,5 0,25 90 0,9985 0,04
6 0,5 0,25 120 0,9938 0,05
7 0,5 0,25 150 0,9869 0,05
8 0,5 0,25 180 0,9854 3,59
9 0,5 0,25 210 0,9878 0,04

Analisando-se a tabela 3, pode-se chegar as seguintes impressdes sobre o

sistema de determinacéo:

» Combinagbes de baixas concentracdes de Tiron e H,O, produzem curvas
analiticas com excelente coeficiente de correlacdo e alta sensibilidade
(teste 1);

» Altas concentragdes de Tiron e H,O; (teste 2) resultam em bom coeficiente de
correlacdo e uma baixa sensibilidade;

» Concentragbes médias de Tiron e HO, com baixo tempo de residéncia
(teste 4) produziam otimos coeficientes de correlagdo com baixa
sensibilidade;

Do experimento 3, foram executados 10 experimentos escolhidos aleatoriamente

e obtidas algumas conclusdes. Com a finalidade de se obter um método mais sensivel,
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a curva de calibracdo adotada variou de 10 a 50 ng L". A tabela 4 mostra as

caracteristicas dos experimentos e os seus resultados.

Tabela 4: Caracteristicas do experimento fatorial executado.

N° | Ordem | Tiron (mmolL")| H,0,(mmolL™") | Tempo de residéncia (s) r a

01 01 0,5 0,25 120 0,9963 | 0,05
02 02 0,5 0,25 140 0,9900 | 0,70
04 03 0,5 0,25 180 0,9899 | 0,52
51 04 0,5 4 160 0,9680 | 0,03
11 05 4 0,25 160 0,9996 | 0,93
41 06 4 1 120 0,9996 | 0,61
44 07 4 2 180 0,9984 | 0,39
62 08 8 4 140 0,9982 | 0,19
64 09 8 4 180 0,9978 | 0,37
57 10 2 4 120 0,9904 | 0,35

Os resultados tabelados, mostraram algumas tendéncias, tais como:

» Os resultados para a inclinagdo da reta apresentaram valores variando de
0,03 a 0,93;

» Para altas concentragdes de Tiron, baixas de H;O, e maior tempo de
residéncia (teste 11), houve a obtencdo de melhores valores para o
coeficiente de correlagao e inclinagao da reta. Portanto, o fator tempo poderia

ser melhor explorado aumentando-se o tempo de residéncia do sistema.

2. EXPERIMENTOS DEFINITIVOS

Neste item sao apresentados os resultados do experimento 4. O tempo de
reacdo foi aumentado, pois com maior tempo de residéncia obtinha-se uma maior
sensibilidade analitica. A concentracdo de Tiron foi diminuida para se obter curvas de
calibracdo com um melhor coeficiente de correlagao.

Apo6s a execucao de todos os 64 experimentos, os resultados obtidos para o
coeficiente de correlagao e a inclinagao da reta alimentaram a rede neural. Inicialmente,
os experimentos foram separados em 2 conjuntos distintos. Um conjunto para
calibracdo e o outro para validacdo da rede neural. Desta forma os experimentos foram

distribuidos da seguinte maneira: 48 para a calibragao e 16 para a validagao.
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Para executar tal separagcao de modo eficiente, seria necessario a representagao
grafica de todos os experimentos em um sistema bidimensional. Nesta representacéao é
possivel o reconhecimento de agrupamentos (respostas semelhantes) de experimentos.
Na execucao de um experimento constituido por n variaveis, cada amostra sera
representada por um ponto em um espago n dimensional.

Na otimizagcdo do método para determinacdo de cobalto foram empregadas 3
variaveis (Tiron, H;O, e tempo - sistema tridimensional); desta forma, o
reconhecimento de agrupamentos pelo olho humano seria praticamente impossivel.

Para contornar este problema, nesta otimizagcdo foi utilizado um método
matematico denominado Andlise de Componentes Principais (PCA), que permite a
projecdo de vetores dos experimentos em um plano, sem a perda de informagdes
relevantes [94]. Assim, foi executada a analise de componentes principais (PCA) dos
resultados obtidos dos 64 experimentos.

O grafico dos escores do primeiro componente principal PC1 "versus" os escores
do segundo componente principal (PC2), permite visualizar possiveis agrupamentos
dos resultados possibilitando uma selecdo mais homogénea das combinagdes usadas
na calibragcdo e na validagdo. A figura 19 mostra o diagrama utilizado para a selegao
dos experimentos.

456 +H9

Escores em PC # 2

ot
(53]
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[}

25 200 15 -0 R 0 8 10
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Figura 19: Andlise por componentes principais (PCA) dos experimentos executados no planejamento
fatorial.

Os experimentos escolhidos para a validacdo dos parametros da rede neural
foram: 22,45, 2, 26, 10, 37, 29, 40, 5, 63, 15, 23, 12, 8, 33 € 48.
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Para a otimizacdo das melhores condicdes da rede neural, testaram-se os
seguintes parametros: fung¢des de transferéncia e numero de neurdnios.

O numero de neurbnios ideal ficou estipulado em 2 pois, desta forma, o erro
meédio das previsbes na etapa de calibracdo, para a inclinacdo e coeficiente de
correlagdo, seria minimizado. Na figura 20 tem-se a variagdo do erro médio em fungao
do numero de neurdnios. O erro médio foi calculado através da média aritmética entre o
erro proveniente das previsdes para a inclinacdo da reta e coeficiente de correlacédo da

reta.
12
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Figura 20: Erro médio das previsdes em fungcdo do nimero de neurdnios empregados para a etapa de
calibragao.

A saida (output), constituida pela inclinagao (a) e coeficiente de correlagao (r)
das curvas de calibragao, foi obtida em fungao do sinal de entrada (input), isto é:
saida = f(entrada)
A funcéo f(entrada) deve possuir as propriedades: 1) ndo negativa, 2) continua,
3) limitada entre zero e um. A fungao log-sigmoidal [95] é a mais utilizada em redes
neurais, e foi escolhida como uma das fungdes de transferéncia. Matematicamente,

escrevemos a fungao log-sigmoidal como:

saida = f(entrada) =
1+ e-(entrada)

Desta forma, a rede neural ficou configurada de acordo com a figura 21:
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Funcgao Log
sigmoidal

} Fungéo Linear

Figura 21: Configuragao da rede neural utilizada na otimizacdo dos experimentos.

Com os dados obtidos da otimizagdo, o 6timo do sistema foi encontrado com o
auxilio de algoritmo genético.

Na determinagao do 6timo do sistema, o algoritmo genético foi estruturado de tal
forma que as informagdes referentes a uma determinada variavel pudessem ser
codificadas de maneira similar @ dos cromossomos biolégicos. Através de uma analogia
€ possivel construir um cromossomo artificial, onde cada gene representard uma
determinada variavel a ser otimizada [84].

A forma mais simples de representar as informacdes relativas a cada variavel a
ser otimizada, é codificando-as em numeros binarios (0 — 1). A figura 22 ilustra um

exemplo para o sistema de otimizacdo do método para a determinacao de cobalto.

‘ Tiron ‘ H,0, ‘ Tempo ‘

l l l

| 11101001 | 10010101 | 10100100 |

Figura 22: Codificagéo das variaveis Tiron, H,O, e tempo em numeros binarios.

Apds concluida esta codificacdo, foi gerada aleatoriamente uma populagao
inicial, onde foram realizados sucessivos cruzamentos, com a finalidade de se obter o
otimo do sistema. Neste caso, os cruzamentos foram executados com a finalidade de
se obter valores para as variaveis estudas (concentragao de Tiron e H,0O5, e tempo de
reacao), que refletissem em um coeficiente de correlagdo (r) mais proximo de 1, maior

inclinacao da reta (a) e, consequentemente, maior sensibilidade analitica e lineariedade.
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Finalmente, as melhores condigdes de determinacdo encontradas foram:
concentragdo de Tiron e H,O, igual a 1,8x10° mol L' e 3,0x10* mol L7,
respectivamente, e o tempo de residéncia obtido foi de 300 segundos.

Seguindo-se as recomendagbes da IUPAC [72], o limite de detecgcdo e
quantificacdo para o novo meétodo de determinagdo proposto foram de

1,7e 5,5ng L™, respectivamente.

B. PROGRAMA COMPUTACIONAL PARA O CONTROLE DO SISTEMA

Através de um programa computacional escrito em Visual Basic® 3.0, foi possivel
estabelecer o controle de algumas fungbes do forno de microondas e adquirir os sinais
analiticos do espectrofotdmetro.

Na parte frontal do forno de microondas, esta localizado um cartdo de controle,
que é responsavel pelo acionamento de 16 fungdes. Este acionamento é feito através
de um simples toque na fungdo desejada. No gerenciamento de cada uma dessas

fungdes estéo 2 trilhas do cartdo de controle. A figura 23 mostra o cartdo de controle.

Figura 23: Cartéo de controle do forno de microondas caseiro.

A tabela 5 mostra todas as funcbes e suas "trilhas" de comando

correspondentes.
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Tabela 5: Fungdes do forno de microondas e suas respectivas "trilhas" de controle.

Funcéao do forno de microondas | "Trilhas" de controle
0,1 Kg 3x10
1 minuto 2x9
1,0 Kg 2x7
10 minutos 2x10
10 segundos 2x8
Ajuste Rapido 1x9
Cancelar 4x8
Descongelar 3x9
Ligar 4x7
Liquido 5x7
Pipoca 1x10
Pizza 1x8
Poténcia 3x7
Reldgio 4x10
Tempo 3x8
Temporizador 4x9

Para auxiliar no controle destas fungdes, foram utilizadas duas chaves logicas

4016. O funcionamento deste dispositivo pode ser explicado através da figura 24.

1A O b 0 vce
B[O © T 1c
2B [ [0 4ac
2 O 4016 [0 1A
2¢ [ I 48
3¢ O I 98
GND [] [ 3a

Figura 24: Funcionamento da chave légica 4016.

No exemplo da figura 24, temos a chave légica 4016 sendo utilizada para
controlar a funcéo Ligar ("Trilhas" 4 x 7). Neste exemplo a "trilha" 4 & conectada no pino
1A da chave 4016 e a "trilha" 7 no pino 1B, sendo o computador, por sua vez, ligado ao
pino 1C. Desta forma, o computador exerce a funcdo do operador ao acionar
determinada funcao do forno de microondas, estabelecendo o contato entre os pinos 1A
e 1B.

O programa permitiu, também, o controle de outras fungdes das etapas de
mineralizagao e determinacgao. A figura 25 apresenta a pagina de controle gerada pelo

programa computacional.
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Figura 25: P4gina de controle do programa computacional.

Com a finalidade de explicar melhor todas as propriedades deste programa, o
mesmo sera desmembrado. Inicialmente, trataremos das principais fungdes dispostas

no "frame Control” (figura 26).

| CONTROL

N .
I
= ==

Figura 26: "Frame Control" da pagina de controle do programa.

Neste "frame"”, estao localizadas a fungao "START", para dar inicio ao programa,
ou seja, iniciar a mineralizagdo. Com a fungéo "STOP" o processo de mineralizagéo é
interrompido. Para acionar a valvula de aprisionamento da suspensdao no sentido
horario e anti-horario s&o utilizadas as fungdées "Motor Hor." e "Motor Ant.”,
respectivamente. Para ligar e desligar a bomba peristaltica sdo utilizadas as fungdes
"Pump on" e "Pump off", respectivamente.

No "frame microwave”, seguinte (figura 27) estdo posicionados os controles do

forno de microondas.
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| MICRD'WAVYE

Figura 27: "Frame Microwave" da pagina de controle do programa.

As propriedades mostradas na figura 27 funcionam de maneira analoga ao modo
manual, ou seja, para ligar o forno, por exemplo, por 12 minutos a poténcia 7, temos
que, inicialmente, acionar a fungao "Tempo"” em seguida a fungédo "70 min"” e a fungao
"1 min" por duas vezes seguidas. A poténcia padrédo do forno é a poténcia P10 (700W),
ou seja 100% da poténcia do magnetron e para modifica-la temos de acionar a fungéo
“Poténcia" (no visor do forno aparecera P10), aciona-la por mais 3 vezes (aparecera
P7). Em seguida, acionar a fungao "Ligar” e, para cancelar, deve-se acionar a fungao
"Cancelar”.

No terceiro "frame" estdo concentradas as fungdes que controlam de maneira

mecanizada a mineralizagdo. A figura 28 mostra os detalhes deste "frame”.

| DIGESTION T

Sampling E@
Wait

Timer 1

Pot 1 m

Timer 2

Pot 2 m
Yeloc m

!

I

[

Figura 28: "Frame Digestion" da pagina de controle do programa.

Inicialmente, temos a funcdo "Sampling” (tempo de amostragem), na figura 28
temos um tempo de 5 segundos. Em seguida, temos a fungdo "Wait" (tempo de
residéncia). Neste exemplo, apds a introdugdo da suspenséo no sistema de fluxo, a
mesma ficard em movimento por 60 segundos. Este tempo é suficiente para posicionar
o volume de suspensdo no meio da bobina de mineralizagao.

Decorridos os 60 segundos do tempo de residéncia, a bomba peristaltica é

automaticamente parada e a fungao "Timer 1" (primeiro tempo de mineralizacéo) é
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acionada. No exemplo da figura 28 temos um tempo de mineralizagdo 5 minutos. Este
programa permite, também, a execugdo de uma mineralizagdo em rampa. Desta forma,
o forno de microondas ficara acionado por 5 minutos a poténcia 10 (P10), pois na
funcdo "Pot 1" temos o numero 10. Finalizados os 5 minutos da primeira etapa de
mineralizagado o forno ficara ligado por 1 minuto (fungcdo "Timer 2") a poténcia 10
("Pot 2"). A velocidade da bomba peristatica, neste exemplo, foi 10 (fungéo "Veloc").
Como foi afirmado anteriormente, este programa permite a aquisicdo dos sinais
provenientes de um espectrofotdmetro. Para controlar o processo de determinagao é

utilizado o "frame Determination”. Na figura 29 temos um exemplo.

| DETERMINATION |
Sampling 2 [=]
Wait
Delay E@
Read IZ%
Veloc [15 |2

Figura 29: "Frame Determination" da pagina de controle do programa.

Novamente temos a fungao "Sampling"” (tempo de amostragem), neste exemplo o
tempo € de 2 segundos e o tempo de residéncia, também de 2 segundos (fungao
"Wait"). Entre o tempo de residéncia e o inicio da leitura do sinal analitico, temos um
tempo de espera de 1 segundo (fungdo "Delay”), e a leitura é feita por 3 segundos
(funcédo "Read"). A velocidade da bomba peristaltica € 15.

Na figura 30 temos um exemplo de uma curva de calibragao do sistema de fluxo-
monossegmentado para a determinagao de cobalto.

u MICROWAYVE HEEBR

m I

|||Jr|JJ1 _|__'|_J.J+I|LLr{JL_I

(1} Timer [2] 500

Figura 30: Curva analitica na determinagédo de cobalto.
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Na configuragdo deste quadro de visualizagao é utilizado o "frame Graphic”,
mostrado na figura 31.

| GRAFHIC

Y'min

M
E3

Y'max

A
2

Kmax| 2000

[

Filter

:

Figura 31: "Frame Graphic" da pagina de controle do programa.

Neste "frame", temos inicialmente as fungbes "Ymin" (0) e "Ymax" (100) que
estipulam o menor e o maior sinal analitico (mV) apresentados no quadro de
visualizagao (figura 30), respectivamente. A fungédo "Xmax" refere-se ao tempo maximo
(eixo x) que os dados serdo registrados, no exemplo da figura 31 os dados seréo
registrados por 2000 segundos. A funcao “Filter”, neste exemplo, foi configurada em
1 ms, ou seja, a cada 1 ms os dados referentes do espectrofotometro serao registrados.

O programa escrito em Visual Basic® 3.0, pode ser utilizado em seis "técnicas"

distintas, conforme a figura 32.

MICROWAVE
Technique

Figura 32: Técnicas do programa.

A primeira técnica, "Continuous”, refere-se apenas a aquisicdo de dados do
espectrofotbmetro. A técnica "Determination” corresponde também a aquisicdo de
dados, porém, com a utilizacdo dos atributos do frame "Determination”. As técnicas
"Sample/Digestion1" e "Sample/Digestion2”, correspondem a mineralizacdo de uma
amostra em uma e duas etapas, respectivamente. Finalizando, as técnicas

"Digestion1/Determination” e "Digestion2/Determination”, correspondem a
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mineralizagdo de uma amostra em uma e duas etapas, respectivamente, e, em

seqguida, é feita a determinacéo.

C. CONCOMITANTES

A investigagao dos concomitantes foi executada, tendo como principal referéncia
0s metais presentes nas amostras certificadas estudadas.

Na execucdo dos testes, foi empregada uma solugdo de cobalto de 30 ng L™ e
uma outra solugdo contendo a mesma concentragcdo de cobalto mais o metal a ser
estudado.

O ferro (lll) foi o primeiro metal a ser investigado. Inicialmente, foi preparada
uma solu¢do mista de cobalto e ferro, onde o ferro estava em concentragdo 100 vezes

superior a do cobalto. A figura 33 mostra os experimentos realizados.

4
T T 2,80 4-
e
, 219
2 2,16 \T / 1
0-
< | 0,00 |
-2
-4 -4,0{
.6_ T T T T T
0 1000 2000 3000 4000

Proporcao Fe/Co

Figura 33: Resultados de seletividade na determinacdo de cobalto, tendo ferro como concomitante em
concentragdes menores. As barras indicam os erros obtidos.

A proporgao ferro/cobalto foi aumentada até se obter aproximadamente 10% de
interferéncia. Para o ferro (lll) este valor foi obtido quando a proporgao foi de 10.000
vezes, conforme a figura 34.
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Figura 34: Resultados de seletividade na determinagéo de cobalto, tendo ferro como concomitante em
concentragdes maiores. As barras indicam os erros obtidos.

Em seguida outros metais foram estudos e os resultados sdo mostrados nas

figuras a seguir.
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Figura 35: Resultados de seletividade na determinagcéo de cobalto, tendo cobre como concomitante. As

barras indicam os erros obtidos.

Para o cobre, a proporgao critica foi de 4.000 vezes, enquanto que para o niquel

a mesma foi de 1000 vezes (figura 36)
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Figura 36: Resultados de seletividade na determinagédo de cobalto, tendo niquel como concomitante. As

barras indicam os erros obtidos.
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O manganés apresentou um maior nivel de interferéncia pois, com uma

proporcao de 1:110 (figura 37a), foi obtido um aumento de 11,47% no sinal analitico.

Outras concentragdes foram investigadas (figura 37b)

20
181 18,62 ] 38,71
16 13,74 1423 35-
14 30,52
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12] 11’V
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6] 20 19,11
5,36 15,41
4 15714,
2 T T T T T T T T T
100 110 120 130 140 100 200 300 400 500
Proporgao Mn/Co Proporgao Mn/Co
(a) (b)

Figura 37: (a) Resultados de seletividade na determinagdo de cobalto, tendo manganés como
concomitante. As barras indicam os erros obtidos. (b) Interferéncia para outras proporgdes investigadas.

Para os macronutrientes magnésio e calcio, as proporgdes criticas foram de
2.000 vezes.
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Figura 38: Resultados de seletividade na determinagéo de cobalto, tendo magnésio (a) e calcio (b) como
concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.
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Aluminio e Zinco, também, apresentaram uma proporgao critica de 2.000 vezes.
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Figura 39: Resultados de seletividade na determinagéo de cobalto, tendo aluminio (a) e zinco (b) como
concomitantes. As barras indicam os erros obtidos..

Nos estudos executados para o cromio, foi feita uma distingdo para o Cr (lll) e Cr

(VI), onde as proporgdes criticas foram de 2.000 e 5.000 vezes, respectivamente.
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Figura 40: Resultados de seletividade na determinagéo de cobalto, tendo créomio (1) (a) e crémio (VI) (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

Para o chumbo iniciamos os testes com uma propor¢ao de 500 vezes (figura
41a) e, logo a seguir, foram utilizadas outras proporgdes (figura 41b). A proporgao

critica para o chumbo foi de 20.000 vezes.
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Figura 41: Resultados de seletividade na determinag&o de cobalto, tendo chumbo como concomitante. As
barras indicam os erros obtidos.

A interferéncia do anion fosfato foi praticamente insignificante, uma vez que os
testes foram iniciados com uma proporgao de 100 vezes (figura 42a) e finalizados com
uma propor¢ao de 2.000.000 vezes (figura 42b), apresentando uma proporgao critica de
100.000 vezes, conforme a figura 42b.
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Figura 42: Resultados de seletividade na determinacao de cobalto, tendo fosfato como concomitante. As
barras indicam os erros obtidos.

O EDTA (figura 43a) foi a unica espécie estudada que apresentou uma
interferéncia negativa (-9,85%). Provavelmente o EDTA complexe o cobalto, deixando o
metal em uma forma nao disponivel para o sistema de detecgéo. O citrato (figura 43b),
a exemplo do fosfato, também apresentou uma proporgédo critica insignificante
(1.000.000 vezes).
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Figura 43: Resultados de seletividade na determinagédo de cobalto, tendo EDTA (a) e citrato (b) como
concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

A tabela 6 mostra, resumidamente, os resultados finais para os testes com os

concomitantes.

Tabela 6: Resumo dos resultados obtidos nos testes com concomitantes.

Concomitante Proporcao [Espécie/Co] % Interferéncia SD
Ferro 10000 9,77 0,63
Cobre 4000 10,29 1,07
Niquel 1000 12,16 0,46

Manganés 110 11,47 0,01
Magnésio 2000 8,37 0,70
Calcio 2000 9,95 1,89
Aluminio 2000 10,71 1,00
Zinco 2000 9,29 2,00
Croémio (l11) 2000 9,08 1,00
Crémio (V1) 5000 8,77 1,00
Chumbo 20000 9,74 1,50
Fosfato 100000 12,08 1,00
EDTA 5000 -9,85 0,85
Citrato 1000000 12,09 0,56

Como havia sido discutido anteriormente, o manganés apresentou o maior nivel
de interferéncia (1:110), seguido do niquel, com uma proporg¢ao critica de 1.000 vezes.
Isto se deve ao fato de o sistema reacional Tiron/Peroxido de hidrogénio também poder
ser utilizado para a determinagdo de manganés e niquel, porém em pH diferente
daquele para a determinacao de cobalto.

A tabela 7, a seguir, mostra as concentragdes de cada metal estudado, presente

nas amostras certificadas, bem como a sua relagcdo com a concentracédo de cobalto.
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Metal Amostras Certificadas
Mexilhao Figado Bovino Peixe
Conc.ug g~ | Proporgdo | Conc.ugg’ | Proporgdo | Conc.ugg’ | Proporgéo
[Metal]/[Co] [Metal]/[Co] [Metal]/[Co]
Ferro 159 436 194 924 54 675
Cobre 4,92 13 158 752 4 50
Niguel 0,954 3 - - 1,1 14
Manganés 16 44 9,9 47 0,81 10
Magnésio 2070 5671 600 2857 - -
Calcio 1310 3589 120 571 - -
Aluminio 243 666 - - - -
Zinco 106,5 292 123 586 33 413
Crbémio 0,612 2 - - 1,3 16
Chumbo 0,79 2 0,135 1 0,58 7
Cobalto 0,365 - 0,21 - 0,08 -

Comparando-se as tabelas 6 e 7, percebe-se que, teoricamente, as amostras de
Mexilhao e Figado Bovino teriam problemas com interferéncia do magnésio e calcio
(numeros em negrito). Porém, esta interferéncia ndo foi detectada nos estudos que
serdo mostrados a seguir. Portanto, a utilizagdo de um mascarante foi descartada. Isso
pode ser explicado provavelmente devido ao surgimento de reagcdes antagbnicas entre

os concomitantes, durante os trabalhos com as amostras certificadas e nao certificadas.

D. INVESTIGAGAO DAS CONDIGCOES DE MINERALIZAGAO

Finalizadas as etapas de acoplamento do forno de microondas ao computador e
determinagcdo dos principais concomitantes do meétodo espectrofotométrico para
determinacdo de cobalto, iniciou-se a otimizacado das condicbes de mineralizacdo das
amostras certificadas.

As novas investigagbes foram executadas a poténcia maxima do forno (700 W).
Nesta etapa, apenas o tempo de mineralizagdo, a concentracdo e a composi¢cao da
mistura mineralizadora foram investigados. Outros parametros, tais como, tamanho de
particula, volume de suspensao introduzido, posicdo da bobina de mineralizacao,
poténcia do forno, tempo de estabilizagdo da suspensdo em banho de ultra-som e
diametro do sistema de transmissao ndo foram explorados, pois na etapa de otimizagao

para o ferro (Capitulo 1), estes pardmetros foram exaustivamente investigados.
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1. MEXILHAO

Inicialmente, os testes foram executados com a amostra certificada de mexilh&o.
A mistura mineralizadora inicial foi constituida por uma solugdo de HNOs; 1 mol L™.
Foram investigados tempos de 1, 2, 5, 10, 15 e 20 minutos. Neste teste, os resultados
nao foram satisfatérios, com valores de resposta variando de 31 a 95 % para tempos de
1 e 20 minutos, respectivamente. Logo em seguida, a suspensao foi preparada em
HNO; 3 mol L, sendo que novos testes foram executados e os resultados
considerados excelentes, para um tempo de mineralizagdo de 5 minutos. A figura 44

mostra os resultados obtidos para os testes realizados com a amostra certificada de

mexilh&o.
100-
—_ 95 105-
X _ 101
80- X -
2 6o 62, ® % \
o o _—®
= 45 2 75 81
40 o
31 1
b 5 10 15 20 4 8 12 16 20
Tempo (min) Tempo (min)

(a) (b)

Figura 44: Resposta para cobalto empregando (a) HNO; 1 mol L™ e (b) HNO3; 3 mol L. As barras
indicam os erros obtidos.

2. FIGADO BOVINO

A amostra certificada de figado bovino foi empregada, utilizando-se, inicialmente,
o HNO3 3 mol L. Os resultados n&o foram satisfatérios, e novas suspensdes foram

preparadas em HNO3; 6 e 12 mol LA figura 45 mostra os resultados encontrados.
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Figura 45: Resposta empregando (a) HNO; 3 mol L™"; (b) HNO; 6 mol L™ e (¢) HNO; 12 mol L™". As barras
indicam os erros obtidos.

Como esta evidenciado na figura 45, a presenca do HNO; somente, foi

insuficiente para destruir a matéria organica presente na amostra de figado bovino.

Desta forma, foram preparadas algumas suspensdées em HNO3; 3 mol L™, contendo 0,16

-0,30-1,2-48¢e 7,2 % (viv) de HyO,. A figura 46 mostra a variagdo da resposta em

funcdo da concentracdo de H,0O,, quando o tempo de mineralizagao foi fixado em 5

minutos.
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Figura 46: Resposta para o cobalto em amostra de figado bovino, variando-se a concentragcao de H,0,.
As barras indicam os erros obtidos.

A suspensao contendo 0,16% (v/v) de H,0O,, foi suficiente para mineralizar a
amostra de figado e estabelecer uma resposta média de 109%. Para as outras
suspensdes, foi observada uma queda acentuada do sinal analitico. Este fato deve-se,
provavelmente, a presenca de H,O, na amostra mineralizada, aumentando sua
concentracdo no momento da reacao e ocasionando perda em sensibilidade. Isso pode

ser confirmado no item IV A 1 quando da otimizag&do das condigdes de reagao.

3. PEIXE

A terceira amostra certificada a ser investigada foi a de peixe. Novamente, os
testes iniciaram-se com HNOs; 3 mol L7 e, logo em seguida, foram preparadas
suspensdes em HNO3; 3 mol L™, contendo 0,30 - 0,44 - 0,59 - 0,87, e 1,15 % (v/v) de
H202, com tempo de mineralizagao fixado em 5 minutos. A figura 47 mostra os valores

encontrados para a resposta.
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Figura 47: Resposta para determinagdo de o cobalto em peixe empregando: (a) HNO; 3 mol L™
(b) HNO3; 3 mol L™ e variando-se a concentracdo de H,0,. As barras indicam os erros obtidos.

Os valores encontrados para a resposta mostraram uma variagao muito grande,
0 que pode ser devido a presenca de particulas em suspensido na amostra
mineralizada. Desta forma, procurou-se aumentar o fator de diluicdo de 2.500 para
5.000 e estabelecer uma suspens&o preparada em HNO3; 3 mol L' com 0,59 % (v/v) de
H>0.,. Os resultados encontrados para a resposta mostraram-se satisfatérios: 108 + 6. A

figura 48, mostra a respostas para o cobalto com diferentes fatores de diluigdo, e tempo
de mineralizagcdo de 5 minutos.
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Figura 48: Resposta para o cobalto em amostras de peixe com diferentes fatores de dilui¢ao.
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Apb6s encontradas as melhores condigdes de mineralizagdo para as amostras

certificadas de mexilhdo, figado bovino e peixe, fez-se uma analise estatistica para os

valores encontrados.

Tabela 8: Tratamento estatistico para os testes efetuados nas diferentes amostras certificadas.

Amostra Conc. de cobalto Conc.? de cobalto RSD® (%) para RSD (%) para
certificada (ug Kg") | encontrada (ug Kg™) repetibilidade reprodutibilidade
Mexilhao 365 + 51 368+9 (n=12) 2,36 (n=12) 5,20 (n = 10)
Figado 210 + 50 206 + 4 (n = 6) 2,01 (n=6) 4,10 (n=7)
bovino
Peixe 80 + 10 86 £5 (n=10) 5,48 (n = 10) 12,00 (n = 8)

2 Média + desvio padro; ® Desvio padrdo relativo.

Aos resultados obtidos, foi aplicado o teste t nao pareado, sendo que os valores
obtidos permitiram um grau de confianga de 90% para o mexilh&o, 95% para o figado
bovino e 99% para o peixe.

As condicbes ideais de mineralizacdo para as diferentes amostras, estao

resumidas na tabela 9.

Tabela 9: Resumo das melhores condi¢gdes de mineralizagdo das amostras certificadas.

Amostra Tempo de Suspensao
mineralizagao
Mexilhao 5 min. 250,0 mg de amostra + 25 mL de HNO; 3 mol L
(15 min. em banho de ultra-som)

Figado 5 min. 250,0 mg de amostra + 25 mL de HNO; 3 mol L™ + 0,125 mL de H,0, 30%

bovino (v/v) (15 min. em banho de ultra-som)

Peixe 5 min. 125,0 mg de amostra + 25 mL de HNO3 3 mol L™ + 0,500 mL de H,0, 30%

(v/v) (15 min. em banho de ultra-som)

F. SUPERFICIE DA BOBINA DE MINERALIZAGAO

O Teflon® tém sido largamente utilizado em diversos segmentos da quimica, em
especial na quimica analitica. Suas propriedades principais estao relacionadas a alta

estabilidade térmica, material inerte, alta pureza, resisténcia mecanica e,

principalmente, transparéncia as microondas [96].
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Os tipos de Teflon® mais comumente utilizados sdo o Politetrafluoretileno
(PTFE), Perfluoroalcoxi etileno (PFA) e Tetrafluorometaxil (TFM). O PTFE é
especialmente utilizado na confeccdo de bombas para sistemas fechados de
mineralizagcao em fornos de microondas [97].

Munoz et al [97], efetuaram um série de estudos para verificar a superficie de um
pequeno pedaco de Teflon® (PTFE), apds a exposi¢do a um ataque (4 horas a 110 °C)
com HNOj; concentrado. Os autores verificaram que houve a liberagdo de fluoretos
proporcional a exposi¢ao as microondas. A concentragao, em ug mL™, de fluoretos em
HNO; foi de 0,22 + 0,02 e 12,3 + 0,6 para 1 e 5 ciclos de exposicdo as microondas,
respectivamente. Em algumas micrografias efetuadas da superficie do Teflon® foram
observados alguns nodulos, que segundo os autores foram causados pela liberagdo de
fluoretos.

Neste sentido, alguns testes foram executados para verificar as condi¢des fisicas
da superficie interna da bobina de mineralizagdo empregada nas mineralizagoes.

Todos os testes para a mineralizagdo e posterior determinacao de ferro, e os
descritos anteriormente, foram executados na mesma bobina de mineralizag&do. Desta
forma, foram realizadas 697 mineraliza¢des, sendo 196 para a determinacéo de ferro e
501 para a determinacao de cobalto. O tempo total correspondente foi de 124 horas, ou
seja, aproximadamente 5 dias com o forno ligado ininterruptamente.

Esta bobina foi retirada e cortada em 3 partes distintas, conforme a figura 49.
Por(;éo"""".O
inicial

Porgio  \\//
mediana __ \ i/

~ Porgéo
___central

Figura 49: Cortes efetuados na bobina de mineralizagéo.

As porcbes da bobina de mineralizacdo foram cortadas transversalmente,

passando por um tratamento com adesivo de prata e, em seguida, foram metalizadas
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com ouro por 150 segundos. Algumas micrografias da superficie interna, foram
realizadas em microscopio de varredura eletrbnica, juntamente com uma porgao de

Teflon® nova. Os resultados sdo mostrados nas figuras 50-53.

Figura 50: Micrografia realizada a partir de um Teflon® novo.

A figura 50 apresenta uma micrografia da superficie interna de uma bobina de
mineralizagdo ainda sem ser utilizada. A ampliacdo é de 5.000 vezes, e a amostra
apresenta-se bastante homogénea e integra.

Na figura 51, tem-se os resultados das micrografias executadas para a porgao
inicial da bobina de mineralizagédo. Como pode ser notado, ha o surgimento de algumas

crateras e escamacoes na superficie interna da bobina.

Figura 51: Micrografia realizada a partir da porcao inicial, de acordo com a figura 49.
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Figura 52: Micrografia realizada a partir da por¢ao mediana, de acordo com figura 49.

A figura 52 apresenta as micrografias da por¢do mediana. Neste caso ha a
ocorréncia de sulcos profundos, talvez devido a passagem do segmento de suspensao
pelas linhas de transmissdo. Os resultados para a porgdo central da bobina de

mineralizagao estdo mostrados na figura 53.

Figura 53: Micrografia realizada a partir da porgéo central, de acordo com a figura 49.

Para a porcao central tem-se uma repeticdo da porcdo mediana, porém, os

sulcos e crateras apresentam-se de maneira mais intensa.
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A partir das micrografias mostradas, pode-se prever um determinado momento
onde a bobina de mineralizacdo deve ser trocada devido ao seu desgaste interno.
Houve o aparecimento de sulcos profundos que podem ocasionar contaminagdes entre

amostras, porém, tais problemas nao foram detectados nos experimentos executados.

G. CONFIGURAGAO DAS VALVULAS

Com o intuito de aumentar a velocidade de preparo das amostras, procurou-se
desenvolver uma valvula capaz de aprisionar um numero maior de segmentos de
suspensdes no interior da cavidade do forno de microondas. Foram testados uma série
de modelos de valvulas.

O primeiro modelo testado para introduzir um numero superior de segmentos no
interior do forno de microondas, foi configurado em uma forma circular e em Teflon®.
Com este modelo tentamos a introdugdo de até 6 segmentos no sistema de
transmissao. A figura 54 mostra suas principais partes onde, A: Base em aluminio para
a valvula e o motor de passo; B: Parte movel da valvula que é acoplada ao motor de
passo; C: Parte frontal e fixa; D: Parafuso para unir as partes fixa e movel e E: Orificios
para o encaixe das tubulacdes de entradas e saidas.

Figura 54: Valvula para a mineralizagdo de suspensées, confeccionada em Teflon®.

Este modelo apresentou uma grande limitagdo, pois possui um parafuso de
aperto no seu centro geométrico e, desta forma, quando apertado, as extremidades
abriam-se provocando vazamentos.

O segundo modelo proposto, também em Teflon®, foi construido em uma forma

cilindrica alongada. Com este modelo tentou-se reproduzir a valvula inicial (figura 4),
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porém, com a introdugao de 6 segmentos de suspensdo. Na figura 55, sdo mostradas
as principais partes desta valvula onde, A: Corpo da valvula; B: Orificios para a
introdugdo dos sistemas de transmissdo (entrada e saida da suspensdo); C:
Dispositivos para prender a valvula em uma base de aluminio; D: "Camisa" de aluminio
para evitar que a valvula saia do seu eixo; E: Parte externa e fixa; F: Parte movel e

G: Orificio para o encaixe do motor de passo.

Figura 55: Diferentes vistas da valvula para a mineralizagéo das suspensées, confeccionada em Teflon®

A principal deficiéncia deste segundo modelo refere-se ao fato de que é
necessaria a utilizagdo de uma grande quantidade de lubrificante em suas partes
moveis para que nao ocorram vazamentos. Porém, com a lubrificacdo, o motor de
passo, utilizado para movimentar a valvula, foi incapaz de girar a parte central da peca
de Teflon®. Outra deficiéncia refere-se ao fato de que, devido ao seu grande
comprimento, € muito dificil colocar a valvula alinhada com o motor de passo, sendo
necessario o desenvolvimento de uma "camisa" de aluminio (item D da figura 55).

O Teflon® foi abandonado e o terceiro modelo construido em acrilico. Também
neste modelo tentou-se indroduzir 6 segmentos de suspensao no interior do forno de
microondas. A figura 56 mostra esta valvula onde, A: Base de aluminio; B: Parte mével

onde é acoplado o motor de passo e C: Partes fixas da valvula.

Figura 56: Diferentes vistas da valvula para introdugao das suspensées, confeccionada em acrilico.
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O problema descrito para a valvula anterior (figura 55), também ocorreu para
este modelo, apesar da superficie de contato entre as partes moéveis e fixas ter
diminuido muito em relacdo ao modelo anterior. A forgca fornecida pelo motor de passo
foi insuficiente para movimentar a parte central da valvula proposta na figura 56. As
valvulas construidas até o momento, tinham como objetivo principal introduzir e
aprisionar 6 segmentos de suspensao simultaneamente. Na constru¢édo da quarta
valvula este numero foi diminuido para 3. A figura 57 mostra uma vista superior e lateral
desta valvula onde, A: Base de aluminio para comportar o motor de passo e a valvula
em acrilico; B: Motor de passo; C: "Camisa" de aluminio para alinhar o motor com a
valvula; D: Rosca sem fim que permite a ligacdo da parte mével da valvula ao motor de
passo; E: Partes fixas da valvula; F: Parte movel; G: Parafusos para manter unidas as

partes fixas e movel.

(a) =

574
o

(b) ]

Figura 57: (a) Vista superior do quarto modelo de valvula proposto para a mineralizagdo das amostras e
(b) vista lateral.

Com este modelo, estabelece-se um equilibrio entre a forgca de atrito presente no
injetor de acrilico e a forgca motriz do motor de passo. Portanto, estabeleceu-se que
seriam introduzidas 3 suspensbes no forno de microondas para proceder as

mineralizagcdes. Os métodos descritos anteriormente para a mineralizacdo de amostras
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e posterior determinagéo de cobalto, foram reavaliados com a nova configuragéo de
bobinas.
A figura 58 mostra a disposi¢cdo das bobinas de mineralizagdo no interior da

cavidade do forno de microondas.

Figura 58: Disposi¢ao das bobinas de mineralizagédo no interior do forno de microondas.

Na parte traseira do forno (figura 59) foram abertos alguns orificios para a

passagem das bobinas de mineralizagao.

Figura 59: Disposic¢ao das linhas de transmissao no forno de microondas.

A seguir sdo mostradas algumas figuras do novo sistema proposto. Na figura 60,
tem-se uma vista superior do sistema de mineralizagdo onde, A: forno de microondas
caseiro; B: linhas de transmissao com 2 mm de diametro interno; C: injetor comutador
confeccionado em acrilico; D: valvula confeccionada em acrilico para aprisionar as
suspensdes no interior da cavidade do forno de microondas; E: motor de passo para
movimentar a parte central da valvula de acrilico e F: fonte de alimentagdo do motor de

passo.
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Figura 60: Vista superior do sistema de mineralizagao.

Abaixo (figura 61), tem-se os balbes volumétricos onde as amostras
mineralizadas sdo coletadas.

mm
I

Figura 61: Sistema para coleta das amostras mineralizadas.

H. REAVALIAGCAO DAS MINERALIZAGOES

Definida a nova valvula para o sistema de mineralizacdo, os métodos propostos

para as amostras certificadas de mexilhdo, figado bovino e peixe foram reavaliados.

1. MEXILHAO

A primeira amostra a ser investigada foi a de mexilhdo. A resposta encontrada
para 5 minutos de mineralizagao foi de 99% + 11. Outros tempos foram estudados,

porém, as condicbes de mineralizacdo otimizadas inicialmente foram as ideais. Na
figura 62 tem-se os resultados obtidos.
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Figura 62: Resposta para a amostra de mexilho.

Foram executados alguns experimentos para verificar se havia alguma diferencga
significativa entre as mineralizagées ocorridas nas 3 bobinas, porém, nao houve
diferenca significativa. A figura 63 mostra um grafico onde o tempo foi fixado em 5

minutos.

150

1401

1304
120
111

e 4/{\

Resposta (%)

100
90+

80

70 T T
1 2 3

Bobina de Mineralizagao

Figura 63: Resposta na analise de mexilhdo para cada bobina de mineralizagao utilizada.

2. FIGADO BOVINO

Logo a seguir, a amostra de figado bovino foi reavaliada. Desta vez apenas o
tempo de 5 minutos foi testado. A resposta encontrada foi de 101% + 5. Neste caso,
também, ndo houve nenhuma diferenga significativa entre as bobinas de mineralizagao,

como esta demonstrado na figura 64.
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Figura 64: Resposta na anadlise de figado bovino para cada bobina de mineralizagao utilizada.

3. PEIXE

A amostra de peixe certificada foi a ultima a ser reavaliada. Ao se repetir as
mesma condi¢cdes encontradas inicialmente, os resultados foram muito ruins com uma
grande variagao: resposta de 120% * 69 (n = 16).

Perante os resultados apresentados acima, houve a necessidade de uma nova
otimizacdo. O fator de diluigao foi diminuido de 5.000 para 2.500 vezes; a concentragao
de H,O, e o tempo de mineralizagdo foram mantidos em 0,59% v/v e 5 minutos,
respectivamente; novas concentragcdes de HNO; foram investigadas: 6 e 12 mol L' e
algumas amostras mineralizadas foram filtradas. O resultados sédo apresentados na
figura 65.

300 1 T
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Figura 65: (a) Resposta em amostras néo filtradas e (b) amostras filtradas.

Os resultados obtidos ndo foram os ideais. Para as amostras nao filtradas os

resultados apresentaram uma alta variacdo, e respostas de 77% = 20, 280% + 20 e
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182% + 49, para as concentracdes de 3, 6 e 12 mol L™, respectivamente. Ja as
amostras filtradas apresentaram um pequeno desvio para o HNO3 12 mol L™: 67% + 7.
Esta baixa resposta, provavelmente, seja devido a n&o total eliminagdo do peroxido de
hidrogénio na amostra mineralizada.

Portanto, novos testes foram feitos com o emprego apenas de HNO3 12 mol L.
Os resultados sao apresentados na figura 66.
120+
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Figura 66: Resposta para a amostra de peixe com o emprego de HNO3 12 mol L.

Foram avaliados tempos de 0, 2,5 e 5 minutos, sendo que os melhores
resultados obtidos (102% + 17), foram para um tempo de microondas de 5 minutos.

Desta forma, as condicbes de mineralizagdo para as amostras de mexilhdo e
figado bovino sdo as mesmas relatadas na tabela 10. A concentragdo de HNO;3
12 mol L™ foi estabelecida para a mineralizagdo das amostras de peixe, o tempo de
mineralizac¢ao foi mantido em 5 minutos.

Um novo tratamento estatistico foi executado para as amostras certificadas e os
resultados sdo mostrados na tabela a seguir.

Tabela 10: Resumo das melhores condi¢cdes de mineralizagdo das amostras certificadas.

Amostra Conc. de cobalto Conc.? de cobalto RSD® (%) para RSD (%) para
certificada (ug Kg™") | encontrada (ug Kg™') repetibilidade reprodutibilidade
1 Bobina | 3 Bobinas | 1 Bobina | 3 Bobinas | 1 Bobina | 3 Bobinas
Mexilhdo 365 + 51 368+9 | 349+13 2,36 3,80 5,20 12,33
(n=12) (n=4) (n=12) (n=4) (n=10) (n=7)
Figado 210+ 50 206 + 4 2037 2,01 3,21 4,10 5,57
bovino (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=86)
Peixe 80+ 10 86+5 76 +4 5,48 5,85 12,00 11,13
(n=10) (n=7) (n=10) (n=7) (n=28) (n=12)

@ Média + desvio padréo; ® Desvio padrdo relativo.
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Os resultados apresentados para as mineralizacdes com 3 bobinas, foram muito
concordantes com os realizados com apenas 1 bobina de mineralizacao.
Aos resultados obtidos, foi aplicado o teste t ndo pareado, sendo que os valores

obtidos permitiram um grau de confianga de 95% para todas as amostras certificadas.

4. AMOSTRAS NAO CERTIFICADAS

Algumas amostras ndo certificadas de peixe foram analisadas para a
determinacado de cobalto. O método de mineralizagcado utilizado foi o mesmo para a

amostra certificada e os resultados sao apresentados na tabela 13.

I. CARBONO RESIDUAL

Nas mineralizagbes processadas em fornos de microondas a temperatura de
trabalho esta restrita & aproximadamente 200 °C, devido aos componentes de Teflon®.
Em alguns casos, esta temperatura € insuficiente para destruir completamente toda
matéria organica, com consequente interferéncia na determinacdo de metais ao nivel de
tracos. Esta fracdo de residuo remanescente apds a mineralizagédo € chamada de
Carbono Residual Total [98].

Nesta parte do trabalho foram executados alguns testes para a determinagao de
carbono residual em amostras mineralizadas.

Para fazer uma avaliagdo do carbono residual, foi utilizada uma suspensao de
mexilhdo, preparada pesando-se 248,2 mg. Adicionou-se 25 mL de HNO3; 3 mol L' e
levou-se a mistura a um banho de ultra-som por 15 minutos. Executou-se 9
mineralizagdes, com um tempo de exposigdo as microondas de 5 minutos. O resultado
obtido para o carbono residual foi de 127 + 2 mg Kg'1.

O resultado obtido apresentou-se animador, pois em alguns trabalhos
investigados [99 - 101], onde foram utilizados sistemas convencionais para a
mineralizacdo de amostras, a concentracdo de carbono residual variou de 5.800 a
10.000 mg Kg™' para amostras certificadas de figado bovino; e 5.400 a 7.000 mg Kg

para amostras de mexilhdo. Desta forma, o sistema de mineralizagdo de amostras
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alimenticias, para a determinagao de ferro e cobalto, apresentou grande eficiéncia na
destruicdo da matéria organica.

J. COMPARACAO DE RESULTADOS

Nesta parte do trabalho foram executadas algumas compara¢des de resultados.
As amostras, certificadas e nao certificadas, foram mineralizadas convencionalmente
em um forno de microondas de alta pressdo da marca Questron.

Nas mineralizagbes foram pesados 250 mg de amostra e adicionados 8 mL de

HNO3 concentrado. O programa de mineralizagao utilizado € resumido na tabela 11.

Tabela 11: Programa utilizado para a mineralizagdo das amostras.

Etapa | Programacdo | Temp. | Pressdo | Poténcia Rampa Tempo de Tlim. | P lim.
Permanéncia
1 Tempo x Temp. 180 0 1000 10:00 15:00 200 350

O programa de mineralizagdo possuiu apenas uma etapa, onde a temperatura
atingiu 180 °C em 10 minutos e se manteve neste patamar por 15 minutos. A
temperatura e presséo limites foram de 200 °C e 350 psi. A figura 67 mostra o

comportamento tipico da poténcia, temperatura e presséo.

1000 - ==

800

600

400

Poténcia (W)
Temperatura (°C)

200+

0 5000 I 10600 I 15600 I 20600
Tempo (s)

Figura 67: Comportamento da poténcia, temperatura e pressdo durante a mineralizagdo da amostra
certificada de peixe.

As determinagdes de cobalto, foram realizadas utilizando-se Espectrometria de
Absorgédo Atdbmica com Atomizacgéo Eletrotérmica (ETAAS).
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O programa de aquecimento é mostrado na tabela 12, e os resultados para o

cobalto sdo apresentados na tabela 13.

Tabela 12: Programa de aquecimento do forno de grafite.

Etapa Temp. Tempo (s) Fluxo
(°C) Ramp Hold (mL min™)
1 150 5 30 250
2 200 5 15 250
3 1400 10 20 250
4 2400 0 5 0
5 2400 1 2 250

Tabela 13: Resultados obtidos para cobalto na comparagédo na comparagéo das metodologias.

Amostra ETAAS Procedimento Proposto | Valor Certificado
Conc. (ugKg") | n | conc. (ugKg”) | n | Conc. (ugKg™")
Cacao - Mustelus canis, Mitch. 54+3 2 49+3 6 -
Pescadinha - Cynoscion 61+7 3 58+ 6 6 -
leiarchus (Cuv & Val)
Merluza - Merlucius merlucius, 71+13 2 74 £ 1 6 -
Hubbsi

Bacalhau - Gadus morrhua, Lin. 66 + 2 3 57+8 5 -

Peixe 86+7 2 76 +4 7 80+ 10

Figado Bovino 180 + 31 3 203+7 6 210+ 50

As amostras nao certificadas de peixe passaram por um tratamento estatistico,

onde foi executado um teste t pareado. Os resultados obtidos apresentaram um grau de

confianca de 95% para todas as amostras.
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CONCLUSAO

O método proposto para a mineralizacdo de amostras de ostra, peixe e mexilh&o,
e posterior determinacao de ferro mostrou-se bastante satisfatério. Com o emprego de
pequenos volumes de reagentes, foi possivel obter resultados amplamente positivos do
ponto de vista de precisédo e exatiddo, além de apresentarem uma boa correlagdo com
os valores certificados.

Com o sistema de mineralizagdo proposto foi possivel aliar seguranga com
velocidade de preparo, pois a bobina de mineralizacdo ficou confinada dentro da
cavidade do forno de microondas, nao representando, desta forma, nenhum risco ao
operador. Os tempos de mineralizagdo foram reduzidos de algumas horas (métodos
convencionais) para alguns minutos, representando uma significativa economia de
tempo e esforgos. A quantidade de amostra empregada foi da ordem de 200 mg e o
volume de acido de 200 pL.

Na otimizacdo do método para a determinacdo de cobalto, tem-se um claro
exemplo de como o0s recursos quimiomeétricos e computacionais podem ajudar o
quimico analitico no equacionamento de diversos problemas, pois, durante a execugao
dos experimentos, houve uma produgdo enorme de valiosas informagbes. Sem o
advento dos recursos computacionais/quimiométricos, seria impossivel a analise
precisa dos dados gerados do experimento fatorial, com consequente perda de
sensibilidade analitica. Visto que a sensibilidade foi bastante melhorada, o método
tornou-se, também, mais seletivo, j4 que possibilitou o trabalho onde a relagao
analito/concomitante € ampliada e, com isso, possiveis efeitos sinérgicos foram
minimizados/suprimidos.

No processo de configuragcdo de uma nova valvula para o aprisionamento das
suspensdes no interior do forno de microondas, ficou evidente que com poucos
recursos financeiros é possivel oferecer grandes alternativas ao desenvolvimento de
NOvos processos na quimica analitica. A velocidade de preparo das amostras foi
multiplicada por 3, permitindo uma taxa de mineralizacdo de 36 amostras h™' (para o

cobalto).
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O teor de carbono residual foi reduzido para valores muito pequenos, quando
comparados com os da literatura, mostrando que os métodos para a mineralizacdo de
amostras alimenticias foi muito eficiente.

O sistema de mineralizacdo desenvolvido apresenta grande potencial, pois o
mesmo pode ser acoplado diretamente a um sistema de detecgdo (FAAS, UV-Vis entre
outros), permitindo a determinacao do analito de interesse logo ap6s a mineralizagao da
amostra.

Para finalizar, nas tabelas 14, 15 e 16 encontra-se um resumo dos parametros
de mineralizagdo com posterior determinagcdo de ferro; otimizacdo do método para
determinacdo de cobalto, e condicbes de mineralizagdo para a determinacao

espectrofotométrica catalitica de cobalto, respectivamente.

Tabela 14: Resumo das melhores condigbes de mineralizagdo das amostras de ostra, peixe e mexilhao

para posterior determinacgéao de ferro.

Tecido de Ostra

Condig¢oes de mineralizagao e determinagao

Preparo da suspensao

250,0 mg de amostra + 20 mL de HNO; conc. + 5 mL de H,0,
30% (v/v) (15 min. em banho de ultra-som) e diluido para 25mL

Alca de amostragem da suspensao 200 uL
Tempo de mineralizagao 10 min.
Volume final (amostra mineralizada) 10 mL

Algca de amostragem do mineralizado | 200 pL

Condig¢des do tampao

Acido acético 2 mol L'+ Acetato de aménia 2 mol L™ (1:1)

Transportador

HNO, 0,014 mol L™

Mexilhao e Peixe

Condigdes de mineralizagao e determinagao

Preparacao da suspenséao

250,0 mg de amostra + 4,5 mL de agua régia + 0,5 mL de H,0,
30% (v/v) (15 min. em banho de ultra-som) e diluido para 5 mL

Alca de amostragem da suspensao

200 pL

Tempo de mineralizagao

20 min.

Volume final (amostra mineralizada)

Mexilhdo: 10 mL e Peixe: 5 mL

Alca de amostragem do mineralizado

Mexilhao: 130 pL
Peixe: 200 L

Condig¢des do tampao

Acido acético 2 mol /L + Acetato de aménia 2 mol L (1:9)

Transportador

HNO; 0,15 mol L' e HCI 0,35 mol L™, na proporcéo de 1:1.
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Tabela 15: Resumo da otimizagao efetuada para a determinagao de cobalto.

Nimero de experimentos executados — 64

Parametros otimizados — Concentracdo de Tiron (5x10'4 a 4x10™ mol L'1); Concentragédo de H,0,

(2,5x10™ a 2,0x10™° mol L™\ Tempo de reacdo (120 a 300 segundos).

Parametro fixado — pH da reacao (pH 13)

Rede neural (camada de entrada) — 3 neurbnios na camada de entrada (concentragéo de Tiron, H,0O,

e tempo)

[Pl “

Rede neural (camada de saida) —» 2 neurdnios (inclinacéo da reta “a” e coeficiente de correlagéo “r’).

Fungodes utilizadas — log-sigmoidal na camada intermediaria e linear na camada de saida

Resultados obtidos —» Concentragédo de Tiron igual a 1,8x10° mol L™; concentracao de H,0, igual a

3,0x10™ mol L' e tempo igual 300 segundos.

Curva analitica > 10 —50 ng L™ (r > 0,9937)

Limite de detecgao e quantificagcido —» 1,66 ng L' e5,53 ng L”, respectivamente.

Tabela 16: Resumo das melhores condi¢gdes de mineralizagdo das amostras de mexilhdo, figado bovino e

peixe para posterior determinagao de cobalto.

Mexilhao

Condigoes de mineralizagao e determinagao

Preparo da suspensao

250,0 mg de amostra + 25 mL de HNO3 3 mol L™'(15 min. em
banho de ultra-som).

Volume de amostragem da suspenséo | 200 pL
Tempo de mineralizagao 5 min.
Volume final (amostra mineralizada) 10 mL
Volume total de amostragem do 90 pL

mineralizado

Transportador

HNO; 0,014 mol L™

Figado Bovino

Condig¢oes de mineralizagao e determinagao

Preparacao da suspenséao

250,0 mg de amostra + 25 mL HNO; 3 mol L™ + 0,125 mL de
H,0, 30% (v/v) (15 min. em banho de ultra-som).

Volume de amostragem da suspenséo | 200 pL
Tempo de mineralizagao 5 min.
Volume final (amostra mineralizada) 5 mL
Volume total de amostragem do 90 pL

mineralizado

Transportador

HNO, 0,014 mol L™

Peixe

Condigdes de mineralizagao e determinagao

Preparacao da suspenséao

250,0 mg de amostra + 25 mL HNO5; 12 mol L™ (15 min. em
banho de ultra-som).

Volume de amostragem da suspensé&o | 200 uL
Tempo de mineralizagao 5 min.
Volume final (amostra mineralizada) 5mL
Volume total de amostragem do 90 pL

mineralizado

Transportador

HNO, 0,014 mol L™
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