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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados procedimentos de pré-tratamento de
amostras de tabacos para a determinacdo de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn.
Procedimentos de extragcao e digestdo foram investigados como alternativa aos
classicos procedimentos de decomposicdo de amostras. Com o intuito de
reduzir o tempo de pré-tratamento da amostra, a digestdo e a extracao
assistidas por radiagdo microondas e a extracdo assistida por radiacao ultra-
sbnica foram empregadas para a determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em
diferentes amostras de tabacos: fumos de rolo, cigarros de palha e cigarros
comerciais. O teor total dos analitos foi determinado utilizando-se um
procedimento de decomposicdo em mufla, combinando via seca e umida. O
teor total foi usado para avaliar a eficiéncia dos procedimentos propostos. A
determinacdo dos elementos foi realizada por espectrometria de absorcéo
atbmica com chama (F AAS). Os teores de Cu, Fe, Mn e Zn variaram com 0
tipo de tabaco, com o fumo de rolo apresentando os maiores valores. Quando
comparado ao teor total, Zn foi o elemento menos extraivel, com teores
menores que 30%, sugerindo que este metal esteja mais fortemente ligado a
matriz organica. Os percentuais de extracao para os procedimentos assistidos
por radiacdo ultra-sbnica foram inferiores aos obtidos com os procedimentos

assistidos por radiagdo microondas.

Para os elementos Cd e Pb, cujos teores se encontravam abaixo dos
limites de deteccdo da técnica F AAS, foram avaliados procedimentos de pré-
concentracdo e extracdo por ponto nuvem (EPN). As variaveis estudadas
foram: tipo de complexante: PAR ou Br-PADAP, volume da solugéo 10 mol L™
de complexante, pH e volume de solu¢do 5% m/v de Triton X-114. As amostras
de tabacos foram digeridas empregando-se o procedimento de decomposi¢éo
por via seca e Umida e suas solucdes foram submetidas ao procedimento de
pré-concentracdo e extracdo por ponto nuvem. As determinacées foram
realizadas por espectrometria de absor¢cdo atdbmica com forno tubular na
chama e aerossol térmico (TS FF AAS), usando ar como carregador. O Br-
PADAP foi o melhor agente complexante para os dois elementos e o pH foi

ajustado para 9.



ABSTRACT

It was evaluated sample pretreatment procedures for Cd, Cu, Fe, Mn, Pb, and
Zn determination in tobacco samples. Extraction and digestion procedures were
investigated as alternative to the classic decomposition sample pretreatment.
With the goal to became faster the sample preparation procedures, in this work,
the extraction and digestion assisted by microwave radiation and the extraction
assisted by ultrasonic radiation were used for Cu, Fe, Mn and Zn determination
in different tobacco samples: roll tobaccos, straw cigarettes and commercial
cigarettes. Total teor was obtained after ash and wet decomposition applying
muffle furnace. The efficiency of each investigated procedure was done
comparing the values with the total teor. Elemental determination was realized
by flame atomic absorption spectrometry (F AAS). Copper, Fe, Mn, and Zn
concentration were dependent of tobacco type. The roll tobacco presented the
highest values. When compared to the total teor, Zn was the element less
extracted in all procedures, with values minor than 30%, suggesting that this
metal is more strongly linked to the organic matrix. The efficiency of the
procedures assisted by ultrasonic radiation was inferior when comparing to the
procedures assisted by microwave radiation. For Cd and Pb, whose teor were
below of the limits of detection of the F AAS technique, it was developed a pre-
concentrated and cloud point extraction (CPE) procedure. The studied variables
were: hydrophobic complexing agents type: PAR or Br-PADAP, volume of the
solution 10 mol L™ of complexing agents, pH and volume of solution 5% m/v of
Triton X-114. The different tobacco samples were digested employing ash and
wet procedure and the colourless solution was submitted to CPE procedure.
The determinations were accomplished by thermospray flame furnace atomic
absorption spectrometry (TS-FF-AAS), using air as carrier. The Br-PADAP was

the best complexing agent for the both elements, and the pH was adjusted to 9.
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Capitulo 1

INTRODUCAO



1. Introducéo

O hébito de fumar ainda € muito frequente na populacdo mundial. O
tabaco € uma substancia estimulante que pode ser encontrado em diversas
formas: charutos, cigarro, cachimbo, rapé e tabaco de mascar. O tabaco é
principalmente fumado, mas pode também ser inalado ou mastigado. A planta
Nicotina tabacum deve o seu nome ao meédico Jean Nicot que popularizou o
seu uso na Europa [1]. Os maleficios da utilizacdo do tabaco sdo sabidamente

conhecidos, com graves doencas associadas ao uso continuo.

Nos paises desenvolvidos, 30% das mortes relacionadas ao cancer
possuem relacédo direta com uso de tabacos. Segundo a IARC (International
Agency for Research on Cancer), 2004, a WHO (World Health Organization),
2002 e Mackay and Rriksen, 2002, em popula¢des onde o héabito de fumar é
comum por muitas décadas, 90% dos canceres de pulméo e 15-20% de outros

canceres sao atribuidos ao tabaco [2].

As principais classes de substancias carcinogénicas presentes na
fumaca dos cigarros sdo: hidrocarbonetos poliaromaticos, nitroaminas, aminas
aromaticas, benzeno e metais pesados. Estas substancias carcinogénicas sao
0s principais iniciadores do cancer de pulméo nos seres humanos, podendo

induzir a multiplas muta¢cdes genéticas e ndo genéticas [2].

Caracteristicas do solo, préaticas de cultivo e outros fatores agrondmicos
aliados as condi¢cBes climaticas influenciam na acumulacdo de metais em

folhas, como por exemplo, As, Be, Cd, Cr e Ni [3].

Algumas plantas, como os tabacos apresentam mecanismos que lhe
conferem capacidade de acumular metais, sendo estas utilizadas para
descontaminacdo de metais no solo. Devido a esta caracteristica, o tabaco
apresenta também maleficios a saude, uma vez que alguns metais téxicos
como Al, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni, Se, V, entre outros sdo encontrados tanto no
préprio tabaco, como nos filtros dos cigarros [4]. Parte destes metais é
transferido aos fumantes, podendo variar de 1% até 5%, dependendo do metal

ou se o cigarro apresenta filtros ou nao [5].



Existem poucos trabalhos na literatura [6-9] que tratam da determinacao
de metais em amostras de tabaco, sendo que, a grande maioria das
determinacdes é realizada por técnicas caras, complexas e pouco acessiveis,
tais como Andlise por Ativacdo Neutrbnica e Fluorescéncia de Raio-X com

Energia Dispersa Polarizada.

Diante desse quadro, torna-se necessario 0 desenvolvimento de
metodologias rapidas, precisas e exatas para a determinacdo de metais

presentes em tabacos.

A etapa de preparo de amostras € de fundamental importancia dentro da
sequéncia analitica. Toda vez que uma amostra for submetida a uma analise, o
analista deve levar em consideragdo um conjunto de etapas denominado
sequéncia analitica, que o direcionam na obtencdo dos resultados requeridos
[10]. Estas etapas sdéo: definicho do problema, escolha do método,
amostragem, pré-tratamento da amostra, medida, calibracédo, avaliacdo e acéo

a ser tomada a partir dos resultados obtidos.

Na decomposicdo de matrizes organicas, a etapa de pré-tratamento é
responsavel pela transformacdo do analito de interesse, que se encontra
inicialmente ligado a matriz, em uma forma inorganica mais simples e
disponivel, presente em uma solugdo homogénea com um minimo de

interferentes.

De toda a seqiiéncia analitica, a etapa de pré-tratamento da amostra é a
etapa mais critica, onde, de modo geral, se cometem 0s maiores erros (cerca
de 30% do valor total) e se consome mais tempo (61% do tempo total),
aumentando os custos da andlise. A maioria das amostras requer a conversao
em uma solucdo representativa para a determinacdo dos constituintes
inorganicos por técnicas espectrométricas, evidenciando-se assim, uma
crescente necessidade de desenvolvimento de procedimentos analiticos para o
pré-tratamento de amostras. Estes procedimentos devem primar por sua
eficiéncia, seguranca, simplicidade, rapidez, baixo custo, minimizacdo de

perdas, contaminacoes e residuos gerados [10].



Amostras de tabaco encontram-se geralmente na forma soélida, sendo
necesséria a secagem, moagem e dissolucdo dessas amostras antes de se
proceder as analises por técnicas espectrométricas. Existem poucas técnicas
que permitem a analise direta da amostra sem nenhuma preparacao prévia,
tais como analise por ativacdo neutrdnica, termogravimetria, espectrometria de
fluorescéncia de raios-X, ablacdo com laser, espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite, dentre outras. Estas técnicas, porém, nao se
encontram tao disponiveis quanto a espectrometria de absorcdo atdbmica com
chama na maioria dos laboratérios que empregam analises rotineiras, existindo
casos em que elas ndo sao apropriadas para todos os elementos e tipos de

amostras [10].

A conversdo de uma amostra sélida em uma solucéo representativa é

vantajosa sob alguns aspectos, tais como [11]:

* as curvas analiticas podem ser feitas com solucbes padrao de facil

preparacao,
» as diluicbes sao simples,

e 0s constituintes podem ser mais facilmente separados com ou sem

etapas de pré-concentracéo.

Outras vantagens que podem ser consideradas quanto a dissolucdo de

amostras sao:

* a mineralizacdo converte o analito em uma forma quimica mais simples,

possibilitando a obtencdo de uma resposta instrumental mais uniforme,

* possibilidade de destruicdo parcial ou total de compostos organicos que

interferem durante as medidas de grande numero de técnicas analiticas,

* solucédo final mais homogénea, o que nem sempre é observado em

sélidos.



1.1 Objetivo

Este estudo teve como objetivo a avaliacdo de procedimentos de preé-
tratamento para a determinagdao de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em diferentes
amostras de tabaco: cigarros comerciais, de palha e fumos de rolo. Para a
determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn foram desenvolvidos 3 diferentes
procedimentos para o tratamento das amostras: calcinagéo, digestao assistida
por radiagdo microondas em sistemas pressurizados e extracao assistida por
radiacdo ultra-sonica. A determinacdo desses elementos foi realizada por
espectrometria de absorcédo atdbmica com chama (F AAS). Para a determinacéo
de Cd e Pb foi desenvolvido um procedimento de extracdo e pré-concentracao
por ponto nuvem, utilizando-se Br-PADAP como agente complexante e Triton
X-114 como surfactante. A determinacdo de Cd e Pb foi realizada por
espectrometria de absorcédo atdbmica com forno tubular na chama e aerossol
térmico (TS FF AAS).



Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA



2. Reviséo bibliogréafica
2.1. Extracdo: uma metodologia rapida para o prepar 0 de amostras

Os procedimentos de preparo de amostra devem ser escolhidos, dentre
outros fatores, de acordo com a técnica de quantificacdo do analito de
interesse [11]. Sendo assim, para a determinacédo de analitos inorganicos em
amostras biolégicas, nem sempre € necessaria a total destruicdo da matriz
organica. Desde que o meio reacional seja compativel com a técnica de

quantificacdo, basta que se disponibilize o analito de interesse para a solugao.

Procedimentos de preparo de amostras que visam a disponibilizacdo do
analito de interesse por meio de reagentes diluidos sem a completa destrui¢éo
da matriz sdo chamados de extracdo ou lixiviacdo. Estes procedimentos
permitem a quantificacdo dos analitos em diversas matrizes, sendo que estas

estdo diretamente relacionadas com o tipo de extrator [12].

A extracdo de um analito é afetada pela sua interacdo com a matriz da
amostra e sua recuperacao ocorrera em fungdo diversos fatores tais como a
composi¢cdo da amostra estudada, o solvente escolhido e sua concentragao, o
tempo de extracdo, a temperatura, dentre outros. E possivel, em alguns casos,
a recuperacdo quantitativa de determinados elementos por meio de
procedimentos de extracdo, desde que estes estejam fracamente ligados a

matriz.

A extracdo com &cidos diluidos € uma técnica simples, rapida, segura e
de baixo custo, capaz de promover a dissolucdo quantitativa dos elementos de
interesse, e que, dependendo da matriz, possibilita recuperacées que podem
ser maiores do que quando se usam acidos concentrados. Os procedimentos
de extracdo, quando comparados aos procedimentos de digestdo por via Umida
e via seca, além de estarem menos sujeitos a problemas com brancos
analiticos, apresentam menores perdas de volateis e menores riscos de
manuseio, minimizam fatores de diluicdo, reduzem custos devido aos baixos

volumes de reagentes e minimizam o tempo de preparo [13].

Wieteska et al. [13] determinaram Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Pb e Zn por F
AAS e ET AAS em amostras de vegetais apos procedimentos de digestdo e



extracdo. Neste trabalho foram propostos quatro métodos de extragdo acida,
todos utilizando cerca de 0,5 g de amostra. Nos métodos 1 e 2 foram
adicionados, respectivamente, 5,0 mL de HCI concentrado e 5,0 mL de solucéo
aguosa de HNOj (1:5), sendo entdo aquecidos por 50 minutos a 90 °C. Nos
métodos 3 e 4 foram adicionados 2,0 mL de HF concentrado e aquecidos a 90
T até a completa secura da solucdo. Em seguida foram adicionados,
respectivamente, 5,0 mL de HCI concentrado e 5,0 mL de solu¢cdo aquosa de
HNO3; (1:5) sendo e aquecidos por 50 minutos na mesma temperatura. Os
volumes dos filtrados foram elevados para 25,0 mL. Os resultados obtidos
foram comparados com os do procedimento de calcinacdo com cerca de 0,5 g
das amostras. O método 2 foi ineficiente quando comparado ao método 1, para
os elementos Al e Fe. Para os outros elementos, os resultados foram similares,
com percentuais de extracdes proximos de 100%. Os valores obtidos para 0s
procedimentos 3 e 4 foram similares para todos os elementos com percentuais

de extracao proximo de 100%.
2.2. Principio do aquecimento por radiagdo microond as

As microondas sdo radiagfes eletromagnéticas ndo ionizantes que
provocam movimento das espécies em solucdo pela migracdo de ions e/ou
rotacdes de dipolo, causadas pela elevada freqiéncia com que o campo

eletromagnético se alterna (cerca de 4,9 x 10° vezes por segundo) [14].

Do ponto de vista classico, o aquecimento de um material devido a
irradiacdo microondas ocorre devido a interagdo da onda eletromagnética com
o dipolo da molécula [15]. Assim, quando um campo €é aplicado, as moléculas
que apresentam um momento dipolo tendem a se alinhar, e quando este
campo deixa de ser aplicado, estas moléculas voltam ao estado inicialmente
desordenado, dissipando para o meio 0 excesso de energia nha forma de calor.
Tendo-se uma situagcdo onde o campo se alterna, o aquecimento esta
diretamente relacionado com a orientagdo das moléculas que apresentam
momento dipolo, assim, quanto maior o valor da constante dielétrica (€) maior
sera a quantidade de energia que pode ser armazenada. Em um campo que
alterna as fases, como uma onda eletromagnética, a orientacdo molecular

ocorre ciclicamente, sendo que para irradiacdes na regido das microondas leva



ao seu aquecimento. Porém, o tempo de relaxacao requerido para os dipolos
reduzirem o ordenamento depende do tamanho das particulas e da viscosidade
do meio. Para que haja uma producéo elevada de calor, € necessario que a
amostra apresente uma frequéncia de relaxacdo préxima da frequéncia da

onda eletromagnética [15].

z

A energia microondas € transferida para a amostra por dois
mecanismos: conduc¢ao ionica e rotacao de dipolo. A conducéo idnica consiste
na migracao de ions quando um campo eletromagnético esta sendo aplicado
num dado meio. A conducéo ibnica depende da mobilidade do ion, de sua
carga e de sua concentracdo no meio reacional. A rotacdo de dipolo refere-se
ao alinhamento, devido a interacdo do campo eletromagnético com moléculas
que apresentam momento dipolo, e estad intimamente relacionado com a

temperatura e a viscosidade da amostra [16].

Um dos pontos que diferencia o aquecimento assistido por microondas
do aquecimento condutivo é que as paredes dos recipientes reacionais
especificos para trabalhos em fornos de microondas sdo transparentes a
radiacdo, fazendo com que a mistura composta pela solugdo 4cida e a amostra
seja aquecida diretamente e de forma mais homogénea que no aquecimento

condutivo, com aquecimento secundario do recipiente [16].
2.3. Preparo de amostras assistido por radiacdo mic  roondas

As técnicas de preparo de amostra assistido por microondas sao
amplamente usadas em laboratérios analiticos. Atualmente, existem dois tipos
comerciais de fornos microondas: com cavidade, que trabalham a alta presséo

e os com radiacdo focalizada, que trabalham a pressées atmosféricas [17].

Quando comparados aos procedimentos convencionais de preparo, 0
uso do forno de microondas apresenta diversas vantagens, como reducao do
volume de reagentes, tempo de preparo, contaminacdo e perda de analitos,

além de promover um aumento na eficiéncia de decomposicédo da amostra.

Nos fornos de microondas com cavidade, os frascos fechados
promovem um aumento no ponto de ebulicdo dos &cidos devido a elevada

pressdo gerada no recipiente. Isto potencializa o ataque do acido utilizado,
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aumentando a eficiéncia no processo de decomposicdo com um tempo
reduzido de preparo. Estes sistemas fechados possibilitam uma menor perda

de analitos por volatilizacdo e menor risco de contaminacao.

O preparo de amostra assistido por radiagdo microondas a pressao
atmosférica baseia-se na focalizacdo da radiacdo no recipiente reacional
através de um guia de ondas. Esta técnica apresenta algumas vantagens
guando comparados aos sistemas pressurizados tais como a possibilidade de
se acrescentar reagentes durante 0 processo, trabalho com maiores
quantidades de amostras e a possibilidade de eliminacdo de excesso de
reagentes. Como desvantagens, este sistema apresenta maiores riscos de

contaminacdo e perda de analitos volateis, tais como As, Hg, Se e Cd [17, 18].

Korn et al. [19] compararam quatro procedimentos de decomposi¢cao de
pigmentos a base de TiO, para a determinacéo de Al, Cd, Cr, Fe, P, Mn, Ni, Zn
e Zr por ICP OES. Foram testadas as seguintes misturas acidas:
(NH4)2S04/H,SO4, HF/H,SO4, H3PO, e HCI/HNOs/HF, sendo a dltima
empregada em forno de microondas com cavidade, enquanto as outras foram
realizadas em chapa aquecedora. A mistura (NH4)>S0O4/H,SO, proporcionou
uma completa decomposi¢cao da amostra, enquanto a mistura HF/H,SO,4 néo se
mostrou conveniente devido ao grande tempo de preparo requerido.
Procedimentos com H3PO, necessitaram de grandes diluicdes devido a sua
grande viscosidade, que poderia influenciou de forma negativa o0 processo
nebulizacdo da amostra no ICP OES. O procedimento de decomposicdo
assistido por radiacdo microondas utilizando a mistura HCI/HNO3/HF
apresentou grandes vantagens sobre os demais, pois, além de promover uma
completa decomposicéo das amostras, ainda possibilitou uma grande redugéo

no tempo de preparo.

Sapkota et al. [20] determinaram Al, Ca, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Sr, Ti e
Zn por ICP OES em amostras de solos e plantas, apos decomposicao assistida
por radiacdo microondas em forno com cavidade. O forno utilizado pelos
autores possuia capacidade para digerir até 40 frascos. Os autores pesaram
cerca de 200 mg de amostra diretamente nos frascos reacionais e adicionaram

3,0 mL HNO3 concentrado e 100,0 puL de HBF4 concentrado. O programa de
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aguecimento foi de 63 minutos, atingindo uma temperatura maxima de 240 €
e uma pressdo maxima de 110 bar. Apds o resfriamento da solugdo o volume
final foi ajustado para 15,0 mL. O procedimento proposto possibilitou a
completa dissolucdo da matriz silicatada. Aradjo et al. [21] avaliaram a
concentracéo acida de HNO3; em procedimento de decomposicdo assistido por
radiagcdo microondas em sistemas pressurizados para posterior determinacao
de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, S e Zn em amostras de plantas por ICP OES.
Neste estudo, para cada 250 mg de amostra foram usados 2,0 mL de solucdo
de HNO3; e 1,0 mL de H,O, 30% v/v. As concentracbes de HNO; avaliadas
foram 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 14,0 mol L™ O tempo total de aquecimento foi de 19
minutos, com poténcia maxima de 750 W. Apds o programa de aquecimento, o
volume foi ajustado para 10,0 mL com agua. Para a avaliacdo da eficiéncia de
digestdo, os autores determinaram o teor de carbono residual para cada
concentragdo &cida avaliada, e encontraram teores de carbono residual de
6,9% com a utilizacdo de HNO3; concentrado e teores que variaram de 10,3 a
11,3% com a utilizacao das outras concentracdes. Os autores utilizaram 2,0 mL
de HNO3 2,0 mol L™ em amostras de materiais de referéncia e encontraram
valores concordantes com os apresentados pelo certificado.

Seco-Gesto et al. [22] compararam dois procedimentos de digestao
assistidos por radiagdo microondas para posterior determinacao de Al, Ba, Cd,
Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, V e Zn em amostras de mexilhdo por ICP OES. O
primeiro procedimento consistiu na digestdo de cerca de 0,5 g de amostra,
onde foram adicionados 8,0 mL de HNOs; 69% m/m e submetidos a um
programa de aquecimento de 23,5 minutos com uma poténcia maxima de 1000
W e temperatura de 200 . O volume final foi ajust ado para 25,0 mL com agua
deionizada. O segundo procedimento consistiu na lixiviagdo com 15,0 mL de
solugéo extratora para cada 0,5 g de amostra. A solugédo extratora consistiu da
seguinte mistura: HNO3; 2,5 mol L™, HCI 3,0 mol L? e H,0, 0,5% m/v. O
programa de aquecimento utilizado consistiu numa irradiacdo a 600 W de
poténcia por 3 minutos, atingindo uma temperatura maxima de 65 T. A
solucéo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm e filtrada, sendo
o volume final ajustado para 25,0 mL com &gua deionizada. Quando

comparados com amostras de material certificado, os dois procedimentos
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apresentaram valores concordantes, com excecdo do Al que apresentou 0s
melhores resultados com o procedimento de digestdo. O procedimento de
extragdo apresentou como vantagens o menor tempo de preparo das amostras,
a possibilidade de se trabalhar sob condicbes mais brandas e a obtencao de
menores desvios padrbes relativo, cerca de 2%, contra 11% para o
procedimento de digestao.

Baffi et al. [23] avaliaram duas misturas 4cidas para determinacéo de Al,
B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Ti, V e Zn em materiais de referéncia de
mexilhdo associando ICP OES, ICP MS e GF AAS, apds procedimento de
digestdo assistido por radiacdo microondas em fornos com cavidade. A
primeira mistura consistiu de 7,0 mL de HNO3; concentrado e 1,0 mL de H,0,
30% m/v, e a segunda de 7,0 mL de HNO3 concentrado, 1,0 mL de H,O, 30%
m/v e 200,0 puL de HF concentrado. As massas utilizadas massas variaram de
100 a 200 mg de amostra e os volumes finais apds os procedimentos de
digestdo foram ajustados para 50,0 mL. O tempo total de digestdo foi de 19
minutos com uma poténcia maxima de 450 W. Para os elementos Al, Ba, Fe, Ti
e V, os autores obtiveram valores menores que 0s apresentados no certificado
com a mistura com HF. Para os outros elementos, as duas misturas se

mostraram concordantes.
2.4. Radiacdo Ultra-Sonica

Ultra-sons sdo ondas mecanicas com frequéncias maiores que 16 KHz
que se propagam em ciclos sucessivos de compressao e rarefacédo através de
qualquer meio material, ndo podendo ser sentida pelo homem [24]. Sua
descoberta ocorreu em 1880 por Madame Curie, quando estudava o efeito
piezelétrico [25] e sua primeira aplicacdo comercial ocorreu em 1917,
empregada para estimar a profundidade da agua, sendo usada durante a |
Guerra Mundial, pelo “Allied Submarine Detection Investigation Comittee”, que
se tornou conhecido como ASDIC. Depois, outros desenvolvimentos resultaram
no sistema conhecido atualmente como SONAR (Sound Navigation and
Ranging) [27, 28].

Somente a partir de 1945 é que ocorreu uma rapida expansao nas
aplicacbes do ultra-som para processos quimicos, devido ao aumento da
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compreensao do fendmeno de cavitagdo, juntamente com desenvolvimentos

significativos feitos na area dos circuitos eletronicos e transdutores [28].

A ciéncia do ultra-som é dividida em duas partes que sao identificadas

em termos de sua faixa de frequéncia e de suas aplicacoes:
* Ultra-som de diagnaostico ou de alta frequéncia (2-10 MHz)
* Ultra-som de poténcia ou de baixa frequiéncia (20-100 KHz)

Aplicacdes que envolvem diagndsticos fazem medidas relacionadas com
a propagacao, atenuacédo ou reflexdo das ondas ultra-sénicas sendo que para
este fim, as ondas devem apresentar frequéncias superiores a 1 MHz, ou seja,

ultra-sons de alta frequéncia ou baixa poténcia [24].

O ultra-som utilizado na quimica € o de baixa frequéncia, ou alta
poténcia, devido a sua capacidade de causar mudancas fisico-quimicas nos
sistemas quimicos. A Sonoquimica é a ciéncia responsavel pelo estudo das
interagOes das radia¢des ultra-sdnicas em sistemas quimicos. Essas interacdes
sdo promovidas devido a um fendbmeno chamado de cavitacdo acustica, que é
um processo que ocorre quando, em certas condicdes, liquidos sdo expostos a
radiacdo ultra-sdnica. Este processo pode ser caracterizado pela formacéo,
crescimento e colapso de bolhas de gas na solucao [25, 29].

A origem da cavitacdo se deve ao fato de que, durante a expanséo, 0s
gases adsorvidos no liquido ao redor da cavidade ou na interface evaporam-se,
resultando na expanséo da cavidade. Durante a etapa de compresséo estes
gases ou vapores nao retornam completamente ao liquido, resultando num
aumento efetivo da cavidade. Ciclos peridédicos de compressdo e expansao
causam aumento do tamanho da cavidade, que ao atingir um tamanho critico
implode, liberando grande quantidade de calor e pressdo num curto periodo de
tempo e em pontos localizados do liquido [25]. Estas etapas estao

representadas na FIGURA 1.
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FIGURA 1: Crescimento de bolha e implosdo em um liquido irradiado com

ultra-som, adaptado de [25].

No momento da implosdo, a temperatura no interior da bolha € proximo
de 5500 C, enquanto que ao redor da cavidade é cerca de 2100 C, sendo
gue a pressao é estimada em torno de 500 atm . Estes elevados valores de
temperatura e presséao alcancados em pontos localizados em curtos periodos
de tempo durante a implosédo da cavidade provocam um efeito ndo usual em
reacBes quimicas, levando a conducédo de radicais livres e outros compostos.
Assim, a sonicac¢do da &gua pura conduz a dissociacdo térmica do vapor de
agua em radicais H' e ‘OH, sendo que a recombinacéo destes tende a formar
peréxido de hidrogénio. No momento da implosédo sdo gerados micro-jatos de
altissimas velocidades (préximo de 400 Km/h), que quebram as particulas

sélidas presentes no meio, aumentando assim suas superficies de contato [25].

Para os estudos em quimica, 0S equipamentos mais comumente
utilizados para producdo de ultra-som sdo o banho de ultra-som e a sonda
ultra-sénica [24, 29]. Os banhos sdo constituidos de bacias metalicas onde os
transdutores piezoelétricos se encontram fixados no fundo. Ja as sondas sao
fixadas na extremidade de um amplificador transdutor. Nos banhos ocorrem
muita dispersdo de energia ultra-sonica devido as multiplas reflexdes nas

paredes metalicas [24].

A energia ultra-sbnica tem sido apontada como um eficiente modo para
melhorar o desempenho em diferentes aplicacfes da quimica analitica como

extragdo de compostos organicos e inorganicos, homogeneizacédo, disperséo
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de suspensdes dentre outras aplicagdes. Desta forma, o uso da radiacao ultra-
sbnica vem como uma alternativa para o pré-tratamento de amostras soélidas,
uma vez que esta energia facilita e acelera algumas etapas como dissolucéo,
fusdo e lixiviacdo, entre outras. O uso da radiacao ultra-sbnica tem sido muito
explorado para o tratamento de amostras bioldgicas, agronédmicas e ambientais
[29].

Nascentes et al. [30] propuseram um meétodo rapido de extracdo de Ca,
Mg, Mn e Zn em amostras de vegetais usando banhos de ultra-som para
posterior determinacéo por F AAS. Os autores otimizaram o método estudando
as seguintes variaveis: concentracdo de HNOs; (0-14 mol L), tempo de
sonicagdo (0-30 minutos) e tamanho das particulas (150-63 pm). Nesse
trabalho as melhores condicdes de extracdo foram obtidas com 0,14 mol L*
HNO3;, 10 minutos de sonicacdo e tamanhos de particulas com 75 pm,
alcancando recuperacdes de 96 a 102%. Os autores submeteram um material
de referéncia ao procedimento otimizado e encontraram valores concordantes

com os do certificado.

llander et al. [31] propuseram um procedimento de digestéo assistido por
radiacdo ultra-sonica para a determinacéo de As, Ba, Co, Cu, Ni, Pb, Sr, V e Zn
por ICP OES, em amostras de cinzas. Para As, a solucao extratora constituiu
de 5,0 mL de agua régia e 5,0 mL de agua (procedimento 1) e, para 0s outros
elementos, a solucéo extratora constituiu de 10,0 mL de agua régia e 0,5 mL de
HF concentrado (procedimento 2), sendo utilizado cerca de 250 mg de amostra
em ambos os procedimentos. As solu¢des foram sonicadas por 18 minutos em
um banho de ultra-som com 650 W de poténcia e frequéncia de 35 KHz.
Amostras de referéncia certificadas de carvao foram submetidas aos mesmos
procedimentos e comparados com um procedimento de digestao assistido por
radiacdo microondas em forno com cavidade. O procedimento de digestéo por
microondas se mostrou ligeiramente melhor que o procedimento 2,
apresentando percentuais de recuperacdes de 2-15% maiores, com excegao

de As. O procedimento 2 se mostrou ideal para As.

Gungor et al. [32] compararam diferentes métodos de extracdo assistido

por radiacdo ultra-sénica com procedimentos convencionais de digestao acida
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e digestdo acida em bombas em amostra de sedimentos para determinagéo de
Cu, Mn, Ni, Pb e Zn por F AAS. Nos procedimentos empregando ultra-som
foram avaliados: tempo de sonicacdo (10, 15, 25, 45 e 65 minutos),
composicdo das solucdes extratoras (HNOsz conc., HCI conc. e as misturas
HNO3-HCI 4:1 v/iv e HNO3-HCIO4-HF 2:1:1 v/vlv), quantidade de amostra para
25,0 mL de solvente (0,10; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 g) e tamanho de particulas <
63 e > 212 um. As melhores condi¢bes foram obtidas com 25 minutos de
sonicacdo, massa de 0.50 g, particulas < 63 pm e a mistura HNO3-HCIO4-HF
2:1:1 vivlv. Todos os procedimentos se mostraram eficientes para a
determinacao dos analitos de interesse, quando comparados com material de
referéncia certificado. Assim, o procedimento de extracdo por ultra-som foi
escolhido por apresentar vantagens quando comparado aos demais, pois reduz
o tempo de preparo e o volume de reagentes, além de minimizar perdas de

volateis.
2.5. Extracdo por ponto nuvem

A extragdo no ponto nuvem ocorre quando surfactantes n&o-iénicos, em
solucdo aquosa e em quantidade acima da concentracao micelar critica, CMC,
sdo aquecidos a uma determinada temperatura, conhecida como temperatura
de ponto nuvem, na qual a solucdo torna-se turva. Esta turvacdo surge por
haver um decréscimo da solubilidade do surfactante na agua. Acima da
temperatura de ponto nuvem, sao formadas duas fases. A fase de menor
volume, chamada de “fase rica”, contém o surfactante que se encontra
complexado com o analito de interesse, e a fase aquosa, de maior volume,
chamada de “fase pobre”, que contém uma pequena concentracdo de
surfactante proxima a CMC [33, 34]

Tensoativos ou surfactantes sdo moléculas organicas que apresentam
em sua estrutura uma longa cadeia anfipatica com uma extremidade polar
hidrofilica ou carregada, o que lhes confere a propriedade de solubilizar
moléculas hidrofébicas em agua [33, 35, 36]. Um tensoativo simples possui a
estrutura R-X, onde R é uma longa cadeia alquilica contendo de 8 a 18 atomos
de carbono e X é o grupo de cabeca polar (ou ibnico) (figura 2). A palavra

surfactante € derivada do inglés “surface active agents”, o que significa que
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essas substancias possuem a propriedade de reduzir a tensédo superficial de
liquidos. A classificagdo dos tensoativos como ndéo-ibnicos, catibnicos,

aniénicos ou anféteros é dependente da natureza do grupo cabeca [33].

ANNANO

Cadeia apolar Polar

FIGURA 2: Estrutura molecular de um surfactante polar, adaptado de [33].

O grupo de cabeca de tensoativos anidnicos normalmente inclui sais de
metais alcalinos e alcalinos terrosos de acidos carboxilico, sulfurico e fosforico.
S&o encontrados, dentro desta classificacdo, compostos como alquil benzeno
sulfonato e os alquil sulfatos (derivados do petrdleo), os quais apresentam
grande utilizacdo na industria de sabfes e detergentes. Os surfactantes
cationicos contém grupos de cabeca com nitrogénio terciario ou quaternario,
devido a estabilidade e a disponibilidade comercial, enquanto os tensoativos
nao-idnicos apresentam cadeias de polioxietileno ou polioxipropileno como
grupo polar [33]. Nos surfactantes anfoteros existem tanto cargas negativas
como positivas na molécula e, dependendo do pH da solucéo e da estrutura,

pode prevalecer a espécie anibnica, catibnica ou neutra.

As micelas sdo definidas como agregados moleculares de dimensdes
coloidais, que possuem regides estruturais hidrofilicas e hidrofébicas. S&o
formadas espontaneamente em solugbes aquosas, a partir de uma
determinada concentracdo, conhecida como concentracdo micelar critica
(CMC) onde acima desta concentracdo algumas propriedades da solugcéo séo
modificadas. Abaixo da concentracdo micelar critica, o tensoativo se encontra
predominantemente na forma de mondmeros e, em concentragbfes acima
desta, ha um equilibrio dindmico entre mondémeros e micelas (FIGURA 3). As
micelas sdo termodinamicamente estaveis e facilmente reprodutiveis, sendo
destruidas pela diluicdo com agua, quando a concentragdo dos tensoativos é

menor que a concentracdo micelar critica [33].
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e
7~ G o0
abaixo da CMC acima da CMC

FIGURA 3: Representacdo esquematica da formacao do agregado micelar,
adaptado de [33]

Uma propriedade importante das micelas é a capacidade de solubilizar
solutos de diferentes naturezas e caracteristicas. Assim elas podem interagir
com os solutos eletrostaticamente, hidrofobicamente ou pela combinacédo de
ambos [34]. No caso dos ions metélicos, como ndo possuem afinidade com as
micelas, eles precisam estar ligados aos reagentes complexantes, tais como 1-
(2-piridilazo) 2 naftol (PAN) , O,0 — dietil ditiofosfato de aménio (DDTP), Br-
PADAP, entre outros, os quais podem ser solubilizados no interior das micelas
de tensoativos ndo-idnicos, sendo possivel apds a separagéo fisica das fases a
concentracdo e separacdo de metais em um pequeno volume, similar a

extracao liquido-liquido [33].

Estas propriedades fazem com que as micelas sejam empregadas em
diversos campos da quimica analitica, visando a melhoria das caracteristicas
analiticas dos meétodos ja existentes e/ou o desenvolvimento de novos
métodos, como os de extracdo/pré-concentracdo por meio do fenémeno do

ponto nuvem.

Para a EPN de metais, adiciona-se a solu¢cdo devidamente tamponada,
um agente complexante para a formacdo de um quelato hidrofobico para
posterior adicdo de alguns poucos milimetros de solugdo concentrada de
surfactantes. A solucéo resultante € aguecida até que o tensoativo atinja seu
ponto nuvem, onde ocorre a separacdo de fases, que pode ser acelerada por
centrifugacéo. Adiciona-se entdo um diluente a fase rica a fim de diminuir a
viscosidade do meio. Estes diluentes, bem como suas concentracdes, Sao
escolhidos em funcdo da técnica de quantificacdo do analito no meio micelar
[33, 34]. A FIGURA 4 mostra um esquema de separagdo por ponto nuvem.
Apds o aquecimento da solucdo e obtencdo da CMC, ocorre a separagdo em
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duas fases: uma rica, contendo o analito de interesse e outra pobre, que néo

contém o analito e é posteriormente descartada.

Antes da CMC Com aquecimento ou

adicio de eletrdlito

FIURA 4: Representacéo da formacao e agregacgao das micelas; M: metal
complexado, adaptado de [36].

O fendbmeno do ponto nuvem com tensoativos nédo-ibnicos tem sido
muito utilizado em eficientes métodos de extracdo para a separagdo, pré-
concentracdo ou purificacdo de uma variedade de substancias, incluindo ions

metalicos [38 - 40] e varios compostos organicos.

As principais limitacdes da extracdo por ponto nuvem estdo no baixo
coeficiente de particdo de muitas espécies neutras de quelatos metalicos, o
gue pode ser resolvido com o uso de ligantes altamente hidrofébicos e na baixa
solubilidade dos agentes complexantes em solu¢des aquosas, 0 que impde um
limite na quantidade de agentes complexantes que pode ser empregada neste

sistema [33].

Desta forma, a crescente utilizacdo dos tensoativos em quimica analitica
€ justificada, pois propicia uma maior sensibilidade e possibilita, muitas vezes,

uma melhora na seletividade.

A primeira aplicacdo analitica para a separacdo de fases baseada no
fendmeno do ponto nuvem foi descrita por Watanabe e Tanaka [33, 34] para a
pré-concentracdo de Zn (lI) usando PAN como ligante e PONPE 7.5 (poli-

oxietileno-nonil-fenil-éter) como surfactante.

Liang et al. [38] determinaram Cd em &agua por F AAS apds pré-

concentracdo por ponto nuvem, usando 1-fenil-3-metil-4-benzil-5-piridilazo
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(PMBP) como agente complexante na presenca de micelas néao ionicas (Triton
X-100), obtendo limites de deteccdo de 0,64 ng mL™.

Manzoori et al. [39] determinaram Cd e Pb em amostras de cabelo
humano por F AAS apdés procedimento de pré-concentracdo por ponto nuvem
usando O,O-dietilditiofosfato como ligante hidrofébico e Triton X-114 como
surfactante ndo i6nico. Eles obtiveram limites de deteccdo de 0,62 e 2,86 pg L™
para Cd e Pb, respectivamente.

Sussulini et al. [41] determinaram Cr (VI) em aguas minerais com e sem
gas e aguas de bebedouros, por F AAS apdés EPN. Eles utilizaram solugéo
0,05% m/v de 1,5-difenilcarbazina (DFC), como agente complexante, em pH 2
e solucao 0,3% m/v de Triton X-114 como surfactante. Os autores propuseram
a utilizagéo de solugao 10% m/v de NacCl, para que o sistema néo voltasse a
ser monofésico apods centrifugacédo e diminuicdo de temperatura. Os limites de
deteccdo e quantificacdo encontrados foram de 04 e 1,5 pg L*

respectivamente, e eficiéncia de extracdo que variou de 87 a 99,3%.

Chen et al. [42] propuseram um procedimento de determinagédo de Cd,
Cu, Pb e Zn por F AAS em amostras de agua apdés EPN. Estes autores
utilizaram solugéo 2,0 x 10> mol L™ de 1-(2 thialolylazo)-2-naphthol (TAN)
como agente complexante e 0,05% de Triton X-114 como tensoativo. O pH
utilizado foi de 8,6. Foram utilizados 200 pL de metanol em HNO;5 0,1 mol L™
como diluente para diminuir a viscosidade da fase rica, onde eles obtiveram
limites de deteccdo de 0,099, 0,27, 1,1 e 0,095 pg L™ para Cd, Cu, Pb e Zn,

respectivamente.

Em trabalho recente, Manzoori et al. [43] propuseram a determinacéo de
ultra-tracos de Cd por CV AAS, em amostras de agua apdés EPN, utilizando
solucéo 3,0% de NaBH, em 1,0% m/v de NaOH como agente redutor e solucéo
0,06% m/v de PONPE 7.5 como tensoativo e uma solucdo tampéao de pH 8,0 e,
para diminuicéo da viscosidade da fase rica, eles utilizaram solucdo 0,1 mol L™
de HCI. Este método foi comparado com procedimento de determinacéo direta
por CV AAS e os autores obtiveram limites de deteccdo de 35,07 e 0,56 ng L™
em procedimentos sem EPN e com EPN, respectivamente.
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Comparados com outros métodos de extracdo por solventes, este
método apresenta como vantagens reducdo de volumes de reagentes,
minimizando o manuseio de substancias toxicas, além de obter limites de
deteccdo tdo baixos ou menores que os meétodos de extracdo em fase sélida

com posterior determinacao por F AAS [33].

2.6. Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Forno T ubular na Chama e
Aerossol Térmico (TS FF AAS)

Técnicas como a espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP MS) e a espectrometria de absor¢cao atdmica com forno de
grafite (GF AAS) apresentam baixos limites de deteccdo e alta sensibilidade,
enquanto que a utilizacdo da F AAS caracteriza-se pelo baixo custo e
simplicidade de manuseio, associada a alta seletividade. A sensibilidade
analitica da F AAS pode ser melhorada pelo aumento na eficiéncia de
geracao/transporte do aerossol e no tempo de residéncia do analito em seu
estado fundamental gasoso na célula de absorcéo [44]. Recentemente Gaspar
e Berndt propuseram a espectrometria de absor¢cdo atbmica com forno tubular
na chama e aerossol térmico (TS FF AAS) [45], onde o aumento de
sensibilidade . Davies e Berndt [45, 46] complementaram o0s estudos,
investigando diferentes capilares e materiais para construcdo dos tubos
atomizadores, discutindo o aumento de sensibilidade promovido para alguns

elementos.

O sistema TS FF AAS (FIGURAS 5 e 6) consiste num forno tubular sob
chama onde o aerossol € gerado pelo calor absorvido em um capilar ceramico
aguecido pelo contato direto com um tubo de niquel ou outro material mais
refratario, o qual se encontra posicionado sob a chama de um F AAS e que
exerce a funcdo de célula de atomizacdo. Neste sistema, a solu¢do com o
analito é transportado até o capilar por um sistema em fluxo. Quando
comparado ao F AAS, o sistema TS FF AAS apresenta uma maior
sensibilidade devido ao aumento na eficiéncia do processo de nebulizacdo e do

maior tempo de residéncia da nuvem atébmica no caminho 6tico [44, 45)].

Pereira-Filho et al. [47] investigaram o uso da TS FF AAS para a
determinacdo de Cd, Cu e Pb em amostras de plantas e tecido animal pela
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introduc&o das amostras na forma de suspensodes. A introducao de suspensdes
possibilitou que maiores massas de amostra fossem introduzidas no
atomizador. O tempo de vida do tubo de Ni foi de cerca de 400 h, com um total
de 4000 determinacdes. Os autores propuseram a utilizacdo da TS FF AAS
como uma alternativa de baixo custo a espectrometria de absor¢cdo atdbmica

com atomizacao eletrotérmica usando forno de grafite.

Nascentes et al. determinaram Cu e Zn em amostras de sucos de frutas
e leite bovino [48] e Cu, Mn, Pb e Zn em amostras de cerveja [49] empregando
TS FF AAS. As amostras de sucos foram diluidas em agua, as de cerveja em
acido nitrico diluido e as de leite em uma solugdo comercial de aminas
terciarias, sendo as suspensdes introduzidas diretamente no atomizador. A
diluicho das amostras em agua, acido ou na solucédo alcalina permitiu um
menor tempo de preparo da amostra além de contribuir para melhores limites
de deteccdo para todos os elementos investigados empregando TS FF AAS,
guando comparado aos valores obtidos por F AAS. Para as amostras de
cerveja, as determinacdes foram realizadas empregando-se GF AAS e os
resultados obtidos foram concordantes com aqueles alcancados pela TS FF

AAS a um nivel de confianca de 95%, aplicando-se teste t pareado.

Pereira et al. [50] determinaram Cd e Pb por TS FF AAS apds preé-
concentragdo usando fulereno. Todo o ciclo de andlise, envolvendo a
amostragem, pré-concentracado e eluicdo, foi completado em 2,5 min. Cadmio e
Pb foram determinados em baixa concentracdo nas amostras de material de
referéncia certificado com boa exatiddo, baixo consumo de amostra e
detectabilidade comparavel ao GF AAS, apresentando como vantagem uma

maior freqiéncia analitica e custo reduzido.

O TS FF AAS também pode ser utilizado como uma alternativa ao uso
da chama o6xido nitroso-acetileno em F AAS, cujo comburente apresenta um
custo elevado frente ao ar comprimido. Lobo et al. [51] propuseram um
procedimento analitico para determinacdo de estanho em solucdes analiticas
empregando TS FF AAS como uma alternativa ao uso de Oxido nitroso-
acetileno em F AAS. Neste trabalho, os autores realizaram a injecdo de 50 pL

de amostra utilizando ar como carregador a uma vazdo de 3,0 mL min®. O
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limite de detecc&o de Sn foi de 1,7 mg L™ para TS FF AAS e de 9,6 mg L™ para
F AAS. O procedimento desenvolvido apresentou alta frequiéncia analitica (120
h™') com elevado desempenho analitico. Figueiredo e Arruda [52] propuseram o
acoplamento da TS FF AAS a geracdo de hidretos (HG FF AAS) para a
determinacdo de Sb em amostras de medicamento. O método consistiu na
geracdo de SbHs;, em linha, pela reagdo de uma solugao contendo Sb(lll) com
KBH; em meio acido. O gas produzido seguiu para o separador gas/liquido
onde foi arrastado por um fluxo continuo de argbnio até o capilar ceramico do
sistema TS FF AAS. O limite de detecc&o obtido foi de 0,23 pug L™ e os valores
obtidos foram concordantes com os do material de referéncia certificado, a um

nivel de confianca de 95%.

A TS FF AAS tem sido aplicada para elementos de volatilidade
relativamente alta (Ag, As, Au, Bi, Cd, Cu, Hg, In, K, Pb, Pd, Rb, Sb, Se, Te, TI
e Zn) [48 - 52], devido ao fato da menor temperatura no interior do tubo
atomizador, cerca de 900 T [45], em relagcdo a chama de ar/acetileno que
alcanca cerca de 2250 € [53]. Para a obtencado de r esultados satisfatérios na
determinacao de elementos com baixa volatilidade (Co, Cr, Fe, Mo, Ni, V entre
outros), pode-se reduzir a temperatura de volatilizacdo dos metais por meio da

formacao de complexos mais volateis.

Donati et al. [54] determinaram Co em amostras biologicas apods
extracdo 4cida e pré-concentracdo por ponto nuvem. Para o procedimento de
extracdo, 10,0 mL de HCI 1 molL™" foi adicionado a 0,25 g de amostra |,
misturado e aquecido por 15 min. a 65 T. Em seguid a, a solucéo foi agitada
horizontalmente por 30 min. e centrifugada por 30 min. a 4000 rpm para
posterior filtracdo e ajuste de pH para 4,5 utilizando solugédo concentrada de
amoénia. A solucdo resultante foi submetida a procedimentos de pré-
concentragdo por ponto nuvem, onde foram adicionados a 10,0 mL desta
solugéo, 1,0 mL de solucdo tampéo pH 4,5; 1,0 mL de APDC 0,6% m/v e 1,0
mL de Triton X-114 5% m/v. Esta solucdo foi aquecida a 45 T por 20 min.
ApoOs a separacédo das fases, foi adicionado a fase rica 200,0 pL de etanol. O
Co foi determinado por TS FF AAS utilizando ar como carregador com uma

vazdo de 0,4 mL min™ e volume de amostra de 150 pL. Os autores obtiveram
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LD = 7,0 mg L™, RSD = 5,8% e valores concordantes com os dos materiais de
referéncia certificado.
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3. Parte Experimental
3.1. Equipamentos e acessorios

* Espectrometro de Absorcdo Atomica Perkin-Elmer, modelo AAnalyst
200, equipado com sistema de correcdo de fundo por lampada de
deutério (Norwalk, CT, EUA).

* Suporte em aco inoxidavel posicionado sobre o queimador do
espectrometro de chama com 4 pinos ceramicos para a adaptacdo do

tubo metalico.

e Tubo de niquel com 10 cm de comprimento, 1 cm d.i., 1,2 cm d.e. e um
orificio central de 2 mm de didmetro para a introdu¢cdo da amostra, 6
furos de 2 mm de didmetro na parte inferior, perpendiculares com o
orificio de introducdo de amostra, para penetracdo da chama. As
TABELAS 1 e 2 apresentam a composicéo e as propriedades fisicas do

material utilizado na confeccéo do tubo de Ni.

* Capilar de ceramica ndo-porosa de Al,O3 com 10 cm de comprimento,
0,5 mm d.i. e 2,0 d.e. (Friatec, Mannhein, Alemanha). As propriedades
fisicas do material utilizado na confeccdo do capilar sdo apresentadas
na TABELA 3.

* Banho de ultra-som Neytech, modelo 28H, com sistema de aguecimento,
frequéncia de 44-48 KHz (Yucaipa, CA, EUA).

» Bomba peristaltica com 6 canais e velocidade variavel, marca Ismatec,
modelo IPC (Glattburg, Suica).

* Injetor comutador confeccionado em acrilico.

* Tubos de polietileno com diametro interno de 0,7 mm para confecgéo de
reatores, linhas de transmissédo e alcas de amostragem do sistema de

fluxo empregado.

* Tubos de Tygon de diversos diametros para o transporte dos reagentes

€ amostras.



27

Lampadas de catodo oco para Cu, Fe, Mn, Zn (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT, EUA).

Lampadas de descarga sem eletrodo (EDL) para Cd e Pb (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT, EUA).

Balanca Analitica, marca Mettler, modelo AE 200 (Bradford, MA, EUA).
Estufa marca QUIMIS (Diadema, SP, Brasil).

Chapa Aquecedora (modelo Z 2002 Labnet, Woodbridge, NJ, EUA).
Forno de microondas com cavidade, modelo QWave 3000.

Forno de microondas caseiro, marca Panasonic.

Centrifuga da marca Nova Técnica (Piracicaba, Brasil) modelo NT 811.
pHmetro Quimis, modelo pH 200, com eletrodo combinado de vidro.

Pipetas volumétricas de 1,0 (x 0,006); 2,0 (+ 0,006); 5,0 (+0,01); 10,0 (=
0,02); 20,0 (x 0,03) e 50,0 (x 0,05) mL.

Papel de filtro quantitativo faixa azul.

Mufla (Quimis, Q318M, Diadema, SP, Brasil)



TABELA 1: Composicao da liga de Ni 200 (Catalogo Camacam Industrial
Ltda.), utilizada na confecc¢éo do tubo atomizador do sistema TS FF AAS.

Elemento % m/m
Ni 99,653
Mn 0,160
Mg 0,065
Ti 0,050
Si 0,030
Fe 0,010
Co <0,010
Cu <0,010
C 0,009
S 0,002

TABELA 2: Propriedades fisicas da liga de Ni.

Densidade (g cm®) 8,9
Calor especifico a 20 € (J Hg * K™ 440
Condutividade Térmica a 100 T (W m* K™ 70
Ponto de fusao () 1435 — 1445

TABELA 3: Propriedades fisicas do capilar ceramico de Al O3 utilizado no
sistema TS FF AAS.

Densidade (g cm®) 3,70-3,95
Calor especifico a 20 T (J Hg-1 K™ 900
Condutividade Térmica a 100 T (W m K™ 30
Porosidade total (%) 0

Temperatura maxima de trabalho (C) 1950
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Os parametros instrumentais utilizados para a determinagcdo dos
elementos Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn por F AAS seguiram as recomendac¢des do

fabricante e sdo apresentados na TABELA 4.

TABELA 4: Parametros instrumentais recomendados pelo fabricante para a
determinacao de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn por F AAS.

Parametro Cd Cu Fe Mn Pb Zn

Comprimento de onda 228,80 324,75 248,33 279,48 283,21 213,86
(nm)
Resolucao espectral (nm) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Vazdo de ar (L min™) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Vazao de acetileno 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
(L min™)

3.2. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram

de grau analitico.

« Acido nitrico concentrado, HNO3; 65% m/v, d = 1,40 g mL™, MM = 63,01
g mol™* (Merck, Darmstadt, Alemanha)

« Acido Cloridrico, HCI 37% m/v, d = 1,19 g mL™, MM = 36,45 g mol™

(Merck, Darmstadt, Alemanha)

« Peroxido de hidrogénio, H,O, 30% m/v, d = 1,11 g mL™?, e MM = 34,01 g
mol™ (Merck, Darmstadt, Alemanha)

+ Borato de Sédio, Na,B,07.10H,0, MM = 381,37 g mol™,
» Octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114) (Sigma, Saint Louis, EUA).

e 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(dietilamina)-fenol (5-Br-PADAP) Ci15H;11N30,
MM = 349,24 g mol™?, pureza de 67% (Merck, Darmstadt, Alemanha).

* Sal monossadico de 4-(2-piridilazo)resorsinol (PAR), C11HgN3O2Na.H0,
MM = 237,20 g mol™ (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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« Alcool Etilico anidro absoluto, C,HsO, MM = 46,07 g mol* (JT Baker,

México).

+ Hidréxido de sé6dio, NaOH, MM = 40 g mol™* (Merck, Rio de Janeiro, RJ,

Brasil).
+ Solucdes estoque de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn de 1000 mg L™.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua deionizada e
foram acondicionadas em frascos de polietiieno. A relacdo das solucbes

empregadas neste trabalho encontra-se a seguir:
+ Solucbes de &cido nitrico de 0,014 - 14,0 mol L™
+ Solucdes de &cido cloridrico 0,012 — 12,0 mol L™

+ Solucbes de trabalho de Cd (1,0 — 100 pg L™) em &cido nitrico 0,014 mol
L™,

+ Solucbes de trabalho de Cu (0,1 — 1,5 mg L™) em é&cido nitrico 0,014 mol
L™

+ Solucbes de trabalho de Fe (0,1 — 3,0 mg L™) em &cido nitrico 0,014 mol
L™,

+ Solucbes de trabalho de Mn (0,1 — 0,7 mg L™) em &cido nitrico 0,014 mol
L™

+ Solucbes de trabalho de Pb (1,0 — 100 pg L) em écido nitrico 0,014 mol
L™,

« Solucdes de trabalho de Zn (0,1 — 0,7 mg L™ em &cido nitrico 0,014 mol
L-l.

* Solucéo de Triton X-114 (5,0 — 20,0) % m/v.

« Solucdo de Br-PADAP 102 mol L* em Triton X-114 5,0% (m/v),
preparada dissolvendo-se 0,36004 g em 25,0 mL de Triton X-114 20%

m/v e completando-se o volume para 100,0 mL com agua deionizada.
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« Solucdo 102 mol L* de PAR em Triton X-114 5,0% m/v, preparada
dissolvendo-se 0,25521 g em 25,0 mL de Triton X-114 20% m/v e
completando-se o volume para 100,0 mL com agua deionizada.

3.3. Amostras

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 3 tipos de tabaco:
cigarros comerciais, cigarros de palha e fumos de rolo, adquiridos em
mercados locais. Para o0s cigarros comerciais e os de palha, o fumo foi
separado manualmente dos papéis e filtros, enquanto que, para os fumos de
rolo, as folhas foram abertas. Apds a separacao dos fumos, as amostras foram

secas em estufa por 12 h a 90 °C.

Decorrido esse periodo, as amostras foram trituradas manualmente em
grau com pistilo, para diminuicdo do tamanho de particulas, garantindo uma
maior homogeneidade. Finalmente as amostras foram armazenadas em sacos

plasticos e guardadas em dessecador.

Foram avaliados 4 tipos distintos de fumos de rolo, intitulados de FRF,
FRM, FRFr e FRG, 10 tipos de cigarros comerciais, DV, DD, DP, DA, HV, HG,
FE, PZ, TN e CT, e 6 tipos de cigarros de palha, CPP, CPA, CPC, CPVJ, CPPF
e CPDP.

Para avaliacéo da exatiddo dos métodos, foram utilizados 2 amostras de
materiais de referéncia certificados: Peach leaves (GBWO08501) e Tea leaves
(GBWO08505) do Research Center for Eco — Environmental Sciences (Beijing,
China), ambos fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Energia Nuclear
(CDTN/CNEN).

3.4. Procedimentos para tratamento da amostra
3.4.1. Procedimento de calcinagdo por via seca e im ida

No processo de decomposi¢cdo de amostras por via seca, cerca de 0,5 g
da amostra foi calcinada por 6 h a 450 . Ap6s um breve resfriamento,
adicionou-se 2,0 mL de HNOs; concentrado e agueceu-se em chapa até a
secura. O residuo retornou a mufla por mais 30 min a 450 €. Em seguida,

apos um breve resfriamento, foram adicionados um pouco de agua e 1 mL de
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HCI concentrado. Manteve-se sob aquecimento até que todo o residuo fosse
dissolvido. A solucéo foi transferida para frasco de centrifuga de 50 mL e o

volume foi ajustado para 25,0 mL com agua deionizada.

O mesmo procedimento foi realizado em duplicata para os materiais de
referéncia certificado e para todos os tabacos os digeridos foram preparados

em triplicata.

Os elementos Cu e Fe foram determinados diretamente na solucao por F
AAS, e para a determinagdo do Mn e Zn foi necesséaria uma diluicdo de 10

vezes.

3.4.2. Procedimento de decomposicdo e de extragdo a  ssistido por

radiacdo microondas

Foram avaliados 2 procedimentos: um de extracdo, utilizando acido
nitrico diluido e um de decomposicao, utilizando &cido nitrico concentrado.
Foram pesados cerca de 0,5 g de cada tipo de tabaco devidamente preparada
diretamente nos frascos reacionais de PFA do microondas e adicionados cerca

de 7,0 mL de reagente.

Para o procedimento de extracdo foram adicionados 4,0 mL de HNO3
concentrado, 2,0 mL de H,O deionizada e 1,0 mL de H,O, 30% m/v. Para o
procedimento de decomposicdo foram adicionados 6,0 mL de HNO;
concentrado e 1,0 mL de H,O, 30% m/v. Apés o aguecimento, as amostras
foram resfriadas e o volume total foi aferido com agua deionizada para 25,0
mL. O programa de aquecimento desenvolvido para os dois procedimentos
estd apresentado na TABELA 5. Neste programa, a temperatura inicial de
trabalho foi de 25 C e, por questbes de seguranca, a temperatura e pressao
maximas foram, respectivamente, 200 € e 200 psi. O s analitos (Cu, Fe, Mn e

Zn) foram determinados diretamente no extrato por F AAS.
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TABELA 5: Programa de aquecimento do forno de microondas.

Etapa Temperatura Poténcia Tempo de Tempo de
final watts Rampa (min) patamar (min)
1 125 250 1:00 5:00
2 125 0 0:01 2:00
3 180 250 2:00 5:00
4 200 400 3:00 10:00
5 200 650 3:00 3:00

3.4.3. Procedimento de extragao assistido por ultra  -som:

Para os procedimentos de extracdo assistidos por radiacao ultra-sonica,
foram pesados cerca de 0,5 g de tabaco comercial, DV, diretamente em frascos
de centrifuga de 50,0 mL e adicionados 5,0 mL do extrator. Os tubos foram
colocados (1 por vez) no centro do banho e sonicados nos diferentes tempos
estudados, com e sem aquecimento. ApGs a sonicacdo, as amostras foram
filtradas em papel de filtro quantitativo e o volume foi aferido com agua
deionizada para 30,0 mL. Os analitos (Cu, Fe, Mn e Zn) foram determinados no

extrato por F AAS, cujos parametros instrumentais encontram-se na TABELA 4.
3.4.3.1. Planejamento Fatorial

Para avaliacdo das melhores condicdes de trabalho e obtencdo de bons
percentuais de extracdo, quando comparados aos valores obtidos pela
calcinacéo, foi realizada um planejamento de experimentos no procedimento de
extragcdo assistido por ultra-som, onde as variaveis estudadas foram: tempo de
sonicacado, concentracdo de acido nitrico e aguecimento ou ndo da agua do
banho. Para este estudo foi realizado um planejamento fatorial 23, cuja matriz

de planejamento com os niveis investigados € apresentada na TABELA 6.
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TABELA 6: Planejamento fatorial completo 23

Variaveis Niveis inferiores (-) Niveis Superiores ( +)
Tempo (min.) 10 30
Concentragao (% v/v) 10 50
Aquecimento Ligado Desligado

3.4.3.2. Otimizacdo do procedimento de extracdo aci da assistido por

radiacao ultra-sonica

Foram realizados experimentos para a otimizacado da extracado de Cu,
Fe, Mn e Zn em diferentes amostras de tabaco. As variaveis estudadas foram
selecionadas a partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial e
foram: concentracdo de HNO3; (5 — 50% v/v), tempo de sonicagcao (15 — 45
min). Neste estudo, foi utilizado a matriz de Doehlert como método de
superficie de respostas, cuja matriz de planejamento se encontra na TABELA
7. Todos os experimentos nesta etapa foram realizados com aquecimento.
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TABELA 7: Método de superficie de respostas - Doehlert

Tempo [HNO3]
Experimento
(min) (% VvIv)
1 15 (1) 25% (0)
2 22 (0,5) 5% (0,87)
3 22 (-1) 50% (0)
4 37 (-0,5) 5% (-0,87)
5 37 (0,5) 50% (-0,87)
6 45 (-0,5) 25% (0,87)
7 30 (0) 25% (0)
8 30 (0) 25% (0)
9 30 (0) 25% (0)

Apbs o procedimento de otimizacdo, as outras amostras de tabaco foram
submetidas as seguintes condigdes experimentais: 20 min de sonicacdo com

aguecimento e solucdo de HNO3; 25% v/v.

3.4.4. Extrag&o por ponto nuvem

Todos o0s experimentos de pré-concentragdo por ponto nuvem foram
realizados em frascos de centrifuga de 15,0 mL, onde foram adicionados 10,0
mL de solucéo de trabalho (50 pg/L de Cd e Pb) ou de amostra. Em seguida,
foi adicionado 1,0 mL de tamp&o para posterior adicédo de solu¢do 10 mol L™
de complexante (Br-PADAP ou PAR) em Triton X-114 10% v/v. Ap6s 20
minutos, foi adicionado solucdo de Triton X-114 5,0% v/v e o volume foi
completado para 14,0 mL com &gua deionizada. As solu¢des resultantes foram
aguecidas em banho-maria ou em forno de microondas caseiro por 6 min. a

10% de poténcia até alcancar o ponto nuvem.
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Para acelerar a separacéo das fases, as solucdes foram centrifugadas
por 10 min. a 2500 rpm. Em seguida, as solu¢cbes foram estocadas em uma
geladeira por aproximadamente 30 min. para facilitar a separacdo manual das
fases. As fases ricas foram eluidas em uma solucdo de etanol 90% v/iv em

HNO3 0,1 mol L™, até o volume final de 1,0 mL.
3.4.4.1. Otimizac&do do método de extracao por ponto nuvem de Cd e Pb

A partir de relatos da literatura, [40] foram realizados experimentos para
avaliacdo das variadveis: pH do meio reacional, tipo de agente complexante,
concentracdo do agente complexante e concentracdo do tensoativo (TABELA
8). A partir dos resultados obtidos (TABELA 8), foi realizado um experimento de
otimizacdo, empregando matriz de Doehlert, para obtencdo das condi¢cdes
Otimas de pré-concentracdo por ponto nuvem. Para a avaliacdo do pH, foram
realizados estudos na faixa de 7 a 11. Foram avaliados dois tipos de
complexante, Br-PADAP e PAR. Para estudar as concentracfes dos agentes
complexantes e do surfactante, variou-se os volumes de uma solucdo de
trabalho de 10 mol L™ em Triton X-114 5,0% v/v e Triton X-114 5,0% v/v.
Inicialmente, Cd foi avaliado e para Pb, realizou-se o0 mesmo experimento de
otimizacdo. Para verificacdo das condicfes, foram realizados os experimentos
apresentados na TABELA 8. Até o momento, 0 aquecimento para alcancar o

ponto nuvem foi realizado em banho-maria e as determinagdes por F AAS.
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TABELA 8: Avaliacdo das variaveis complexante, volume de Triton X-114 e

pH na eficiéncia de pré-concentragédo por ponto nuvem

Experimento Complexante Vol. TX-114* (uL) pH

1 PAR 1000 7
2 PAR 2000 7
3 Br-PADAP 1000 7
4 Br-PADAP 2000 7
5 PAR 1000 8
6 PAR 2000 8
7 Br-PADAP 1000 8
8 Br-PADAP 2000 8
9 PAR 1000 9
10 PAR 2000 9
11 Br-PADAP 1000 9
12 Br-PADAP 2000 9

* Volume de Triton X-114
ApoOs a escolha do melhor agente complexante e do melhor valor de pH
para o Cd, em funcdo da resposta obtida, foi realizado um planejamento
Doehlert com 3 variaveis, como método de superficies de respostas para
obtencao das melhores condi¢des de extracdo. O mesmo planejamento, que se

encontra na TABELA 9, foi aplicado também para o Pb.



TABELA 9: Matriz de planejamento Doehlert com 3 variaveis:

Ensaio Vol. Complexante pH Vol.Triton
1 450 (1) 9 (0) 550 (0)
2 350 (0,5) 8 (-0,5) 550 (0)
3 350 (0,5) 8 (-0,5) 1050 (0,817)
4 50 (-1) 10 (0,5) 550 (0)
5 150 (-0,5) 10 (0,5) 550 (0)
6 150 (-0,5) 7(-1) 50 (-0,817)
7 350 (0,5) 9 (0) 550 (0)
8 350 (0,5) 9 (0) 50 (-0,817)
9 150 (-0,5) 9 (0) 550 (0)
10 250 (0) 11 (1) 50 (-0,817)
11 150 (-0,5) 8 (-0,5) 1050 (0,817)
12 250 (0) 8 (-0,5) 1050 (0,817)
13 250 (0) 10 (0,5) 550 (0)
14 250 (0) 10 (0,5) 550 (0)
15 250 (0) 9 (0) 550 (0)
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Nos procedimentos de otimizacdo, 0 aquecimento condutivo foi

substituido pelo aquecimento em forno de microondas caseiro aplicando-se

10% de poténcia durante 6 min. [55]. A determinacdo dos analitos foi realizada

diretamente no extrato por TS FF AAS, cujos parametros instrumentais

encontram-se na TABELA 10. A representacdo esquematica do sistema de

aerossol térmico com forno tubular na chama é mostrada na FIGURA 5, e na

FIGURA 6 é apresentado o sistema montado em funcionamento (FIGURA 6a)

e no detalhe, o tubo incandescente, localizado sobre a chama, com capilar de

ceramica acoplado (FIGURA 6b).
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FIGURA 5: Representacdo esquematica do sistema TS FF AAS: BP — bomba
peristaltica; C — carregador; A — amostra; IC — injetor/comutador; AA — alca de
amostragem; D — descarte; CC — capilar ceramico; T — tubo de niquel,
adaptado de [56].

(b)

FIGURA 6: Sistema TS FF AAS: (a) sistema completo e (b) tubo de Ni sobre a

chama com capilar acoplado, adaptado de [56].



40

TABELA 10: Parametros instrumentais utilizados para a determinacéo de Cd e
Pb por TS FF AAS.

Carregador ar
Vaz&o do carregador (mL min™) 0,4
Altura do tubo atomizador (cm) 15
Volume da alga de amostragem (uL) 50
Tempo de retardo (S) 20
Tempo de medida (Ss) 10

Modo de aquisi¢ao de sinal Area de pico

Para verificacdo da exatiddo do método otimizado, amostras de
materiais de referéncia certificado (Peach leaves e Tea leaves), foram
submetidas aos procedimentos de calcinacdo descritos anteriormente (item
3.4.1) para posterior aplicacdo do procedimento de extracdo e pré-
concentracdo no ponto nuvem. As curvas analiticas foram obtidas a partir da

pré-concentracdo de cada ponto da curva, nas mesmas condi¢des otimizadas.

Os fatores de pré-concentracdo reais foram calculados a partir da
concentracéo inicial de Cd e Pb na solucdo e da concentracdo obtida na fase
rica. As condi¢cBes Otimas de pré-concentracdo foram selecionadas com base

nos resultados obtidos na matriz de planejamento Doehlert.
3.5. Avaliacéo do efeito de matriz:

Para avaliacdo dos efeitos de matriz, foram construidas curvas de
calibracdo em meio ao branco de reagentes, em meio acido com HNO3 0,014
mol L™ e curvas com adicdo de solu¢des de amostras calcinadas, de modo que
relacao de volume adicionado e volume final fossem de 0,5%. Todas as curvas
foram obtidas por diluicdo de solugdes de trabalho de 100 mg L™, sendo
adicionado 1,0 mL de HNO3; concentrado para cada 10,0 mL de solucéo para
as curvas acidas e 500 pL de solucdo resultante dos procedimentos de

calcinagao para cada tipo de tabaco.
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3.6. Limites de deteccao e quantificacéo

Foram comparados 3 métodos para calculos de LD e LQ: de acordo com
a IUPAC, com os métodos dos minimos quadrados ordinarios e com o método
dos minimos quadrados bivariados. Os brancos analiticos obtidos pelo
procedimento por via seca e umida foram utilizados para a avaliacdo dos LD’s
e LQ’s. Para os calculos segundo a IUPAC, dez brancos distintos foram lidos
10 vezes cada um. Para a avaliacdo dos outros métodos, foram realizados em
3 dias distintos, leituras em triplicata para verificacdo das incertezas estimadas

para a repetitividade e reprodutividade.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Estudo do efeito de matriz

As FIGURAS 7 a 10 mostram as curvas obtidas em meio ao branco de
reagentes, acido e dos digeridos para os elementos Cu, Fe, Mn e Zn,
respectivamente. As TABELAS 11 a 14 mostram os coeficientes R, inclinacao e
intercepto de cada curva para os elementos Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente.
Percebe-se pelas TABELAS 11 a 14 e pelas FIGURAS 7 a 10 que as
inclinacdes obtidas pelas curvas de adi¢do sao diferentes quando comparadas
com as curvas aguosas e em meio acido. Para Mn e Zn, esta diferenca € muito
pequena. Estas diferencas nas inclinagdes indicam um possivel efeito de
matriz, porém, as soluc¢des obtidas apresentavam aspecto incolor e isentas de
materiais particulados, indicando uma digestdo completa, com total destruicdo
da matéria organica. Assim, esta diferenca nas inclinag6es ndo foi atribuida a
possiveis efeitos de matriz. Durante os experimentos realizados, foi observado
que a adicdo dos digeridos a curva dificultava bastante o processo de
nebulizacdo da solucdo, gerando respostas com grande variabilidade e com
bastante dificuldade para calibracdo, assim, as diferencas nas inclinagdes

foram atribuidas a estas dificuldades no sistema de nebulizacéo.

Cobre
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FIGURA 7: Curvas de adicao para o elemento Cu, obtidas por F AAS.
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TABELA 11: Parametros das curvas em meio acido, branco de reagentes e dos
digeridos para o elemento Cu, obtidas por F AAS.

Parametros | Acida Branco | Comercial | Palha | Fumo de Rolo

Coef. (R) |0,99759 | 0,93663 | 0,97288 | 0,97825 0,97694

Inclinacdo | 0,16502 | 0,0914 | 0,07688 | 0,07748 0,07886

Intercepto | 0,00387 | 0,02234 | 0,06648 | 0,06342 0,02145
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FIGURA 8: Curvas de adi¢cao para o elemento Fe, obtidas por F AAS.

TABELA 12: Parametros das curvas em meio acido, branco de reagentes e dos
digeridos para o elemento Fe, obtidas por F AAS.

Parametros | Acida Branco | Comercial | Palha | Fumo de Rolo

Coef. (R) |0,99795 | 0,99822 | 0,98931 | 0,98851 0,99564

Inclinacdo | 0,05125 | 0,05792 | 0,02327 | 0,03171 0,03017

Intercepto | 0,00156 | -0,00446 | 0,50834 | 0,36381 0,30844
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FIGURA 9: Curvas de adi¢do para o elemento Mn, obtidas por F AAS.

TABELA 13: Parametros das curvas em meio acido, branco de reagentes e dos

digeridos para o elemento Mn, obtidas por F AAS.

Parametros Acida Branco | Comercial | Palha | Fumo de Rolo

Coef. (R) | 0,99993 0,9991 0,99686 | 0,99198 0,99839

Inclinacdo | 0,16452 | 0,17265 0,0797 | 0,10168 0,10865

Intercepto | 0,000335 | -0,000431 | 0,56673 | 0,72771 0,34858
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FIGURA 10: Curvas de adicao para o elemento Zn, obtidas por F AAS.
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TABELA 14: Parametros das curvas em meio acido, branco de reagentes e dos
digeridos para o elemento Zn, obtidas por F AAS.

Parametros | Acida Branco | Comercial | Palha | Fumo de Rolo

Coef. (R) |0,99505 | 0,98849 | 0,99945 | 0,99791 0,98778

Inclinacdo | 0,62399 | 0,6456 | 0,46922 | 0,51647 0,51355

Intercepto 0,012 |0,02537 | 0,48673 |0,41474 0,22441

Observa-se pela FIGURA 7 e TABELA 11 que o cobre apresentou um
comportamento diferente dos demais elementos, onde a inclinacdo obtida pela
curva em meio acido foi muito diferente da inclinacdo obtida pela curva em
meio ao branco de reagentes. Este fato pode estar associados a uma possivel
contaminacgao por parte dos reagentes ou do procedimento de calcinagcéo. Para
os elementos Fe, Mn e Zn (FIGURAS 8 a 10 E TABELAS 12 a 14), as
inclinacbes obtidas nas curvas em meio acido e em meio ao branco de
reagentes apresentaram comportamento similar, assim, para continuidade dos
estudos, as curvas foram construidas em meio acido com concentragdo de
HNOs final de 10 % v/v, a fim de se equiparar as concentracdes dos digeridos e
da curva analitica, para minimizar efeitos de nebulizacdo, possibilitando ainda a

diminuicdo do tempo de preparo e o consumo de reagentes.
4.2. Limites de deteccédo e quantificacao

A TABELA 15 apresenta os limites de deteccdo e quantificacéo para Cu,
Fe, Mn e Zn, segundo a IUPAC [57] e pelos métodos dos minimos quadrados
bivariados (BLS) e ordinérios (OLS).
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TABELA 15: Limites de Detecc¢édo e Quantificacédo para Cu, Fe, Mn e Zn obtidos
segundo a IUPAC, e pelos métodos BLS e OLS.

metal Cu Fe Mn Zn

/ LD LQ LD LQ LD LQ LD LQ
étodo

IUPAC | 0,0146 | 0,0487 | 0,1310 | 0,4323 | 0,0093 | 0,0307 | 0,0249 | 0,0822

BLS' |0,0257 | 0,0511 | 0,0087 | 0,0174 | 0,0094 | 0,0186 | 0,0276 | 0,0544

OLS® |0,0291 | 0,0573 | 0,0424 | 0,0838 | 0,0215 | 0,0415 | 0,0375 | 0,0714

1 Método dos minimos quadrados bivariados; > Método dos minimos quadrados

ordinarios.

Os calculos para obtencdo dos LD e LQ segundo a IUPAC foram

realizados empregando as expressfes abaixo:
LD=3x> e LQ=10x->
m m

Onde: s = média dos desvios das 10 leituras de 10 brancos diferentes
m = inclinagéo da reta da curva de calibragao

O método da IUPAC nédo leva em consideracdo as incertezas nos dois

eixos das curvas, uma vez que so se trabalha com os desvios de leitura.

Para obtencéo dos limites de deteccdo e quantificacdo levando-se em
consideracdo as incertezas nos dois eixos, utilizaram-se os métodos OLS e
BLS. O primeiro considera que a variancia em cada ponto da curva permanece
constante, enquanto que o BLS leva em consideragdo a incerteza de cada
ponto.

A FIGURA 11 apresenta, respectivamente, os graficos da variancia
versus a concentracdo padréo de cada ponto da curva, para os elementos Cu e

Fe e a FIGURA 12 para os elementos Mn e Zn.
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FIGURA 11: Graficos das variancias versus a concentracdo padréo de cada

ponto da curva, para os elementos Cu e Fe.
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FIGURA 12: Gréficos das variancias versus a concentracdo padrdo de cada
ponto da curva, para os elementos Mn e Zn.

Pode-se observar pelas FIGURAS 11 e 12 que as variancias nao
apresentaram comportamento constante (comportamento heteroscedastico),
devendo ser utilizado o calculo pelo método BLS. A titulo de comparacéao, foi
considerado também um comportamento com variancia constante

(comportamento homoscedastico) para o calculo pelo método OLS.
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Pode-se observar na TABELA 15 que a utilizacdo do método BLS
possibilita a obtencdo de menores limites de detec¢cdo e quantificacdo quando
comparados ao método OLS. Isto pode ser explicado pelo fato dos dados
experimentais apresentarem comportamento heteroscedasticos (FIGURAS 11
e 12). Quando comparados com o método da IUPAC, os limites obtidos pelo
método BLS para Cu e Zn foram superiores e para o Fe foi bastante inferior.

Para o Mn nao houve diferenca entre os métodos.
4.3. Procedimento de calcinacéo por via seca e umid a

As TABELAS 16 a 18 apresentam os teores obtidos para os elementos
Cu, Fe, Mn e Zn nos diferentes tipos de tabaco com posterior determinagéo por
F AAS.

TABELA 16: Teores de Cu, Fe, Mn e Zn em cigarros comerciais apos
procedimento de calcinagdo por via seca e Umida e determinacdo por F AAS
(n=3).

Amostra Cu (ugg'+S) Fe(ugg™tS) Mn(ugg'tS) Zn(ugg tS)

DV 16,83 +0,28 519,0+0,78 330,6+0,48 260,8 + 0,40
DP 21,63+164 457,1+0,45 3138+0,66 272,6+0,99
DA 1566 £0,45 483,2+0,83 284,7+0,82 2553+0,74
HV 14,72+198 4049+0,92 2635+0,51 232,7+0,50
FE 1437 +1,53 446,4+0,86 321,9+0,48 256,4+1,43
PZ 11,58+0,46 478,0+0,85 311,2+0,93 279,1+0,042
TN 32,34+0,79 179,0+0,80 3243+0,39 251,7+1,80
CT 32,34+0,79 3953+0,93 292,3+0,32 268,1+1,77
HB 1295+1,34 386,8+0,65 240,6+0,57 2543+1,71
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Nota-se pela TABELA 16 que os teores foram de 11,6 a 32,3 ug g™ para
0 Cu, de 179 a 519 pg g™ para o Fe, de 240 a 330 ug g* para Mn e de 233 a
279 pg/g para o Zn. Para os cigarros comerciais, as variacbes nos teores
obtidos para os elementos Cu e Zn foram menores quando comparado com 0s

elementos Fe e Mn.

TABELA 17: Teores de Cu, Fe, Mn e Zn em cigarros de palha apés
procedimento de calcinagdo por via seca e Umida e determinacdo por F AAS
(n=3).

Amostra Cu (Lgg™tS) Fe(ugg'tS) Mn(ugg'tS) Zn(ugg™ts)

CPP 15,32+0,86 353,2+0,62 486,3+0,90 230,8 + 0,62
CPA 33,19+0,26 6746+0,76 773,7+0,87  453,7+ 0,33
CPC 14,88 £0,70 282,47 +4,80 226,7+3,10 31,07+0,80
CPVJ 2485+1,10 656,0+3,10 287,0+3,90 52,96 + 1,2
CPPF 24,43 +0,78  758,9 +5,00 129,0+1,1 79,32+1,1
CPD 11,32 +0,40 389,5+3,90 293,0+4,8 28,28+1,1

Pela TABELA 17 nota-se que os teores foram de 15,3 a 33,2 ug g* para
0 Cu, de 353 a 674 pg g para o Fe, de 129 a 486 pg g* para Mn e de 231 a
453 ug g* para o Zn. N&o houve muitas variacdes nos teores obtidos para o
elemento Cu, diferente do que ocorre para os demais elementos, onde as

variacfes foram acentuadas dentro deste grupo de amostras.
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TABELA 18: Teores de Cu, Fe, Mn e Zn em fumos de rolo apés procedimento

de calcinagdo por via seca e Umida e determinacdo por F AAS (n=3).

Amostra Cu (ugg'tS) Fe(ugg™tS) Mn(ugg'tS) Zn(ugg tS)

FRF 4,13 +£0,42 309,2 +£0,82 1749 +0,7 103,9+0,2
FRM 49,44 +1,17 2191,5+12,4 178,6 £4,9 37,89 +1,04
FRFr 35,37 +1,44  405,1 +2,97 306,4+3,4 42,95 +1,89

FRG 35,37 +1,15 483,5+0,3 300,0 +0,3 568,9+0,4

Nota-se pela TABELA 18 que os teores foram de 4,1 a 35,4 ug g* para o
Cu, de 309 a 483 pg g™ para o Fe, de 175 a 306 pg g para Mn e de 104 a 569
ug g* para o Zn. Os fumos de rolo FRFr e FRG apresentaram teores similares
de Cu e Mn, com uma pequena variacdo para o Fe. As amostras de fumo de
rolo FRF e FRM apresentaram teores similares de Mn. Um comportamento
diferenciado ocorreu para amostras de Zn, onde houve uma grande variacéo

nos teores obtidos.

As FIGURAS 13 a 16 apresentam os teores de Cu, Fe, Mn e Zn para o0s

diferentes tipos de tabaco.
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FIGURA 13: Teores de Cu em diferentes amostras de tabaco obtidos por F

AAS apos procedimentos de calcinacao.

Na FIGURA 13 pode-se perceber que os valores de Cu variaram
bastante para cada tipo de tabaco. Os cigarros comerciais TN e CT
apresentaram o0s maiores teores de Cu, enquanto que o fumo de rolo FRF
apresentou o menor valor. No geral, os teores de Cu nos fumos de rolo foram

superiores aos outros dois tipos de tabaco.
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FIGURA 14: Teores de Fe em diferentes amostras de tabaco obtidos por F

AAS apos procedimentos de calcinacao.
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Na FIGURA 14 pode-se perceber que os teores de Fe também variaram
bastante para cada tipo de tabaco. Nos cigarros comerciais, 0s teores
apresentam-se uniformemente distribuidos, com excec¢édo do cigarro TN. Nas

amostras de cigarro de palha e de fumo de rolo, os teores variaram mais.
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FIGURA 15: Teores de Mn em diferentes amostras de tabaco obtidos por F

AAS apds procedimentos de calcinacao.

Na FIGURA 15 nota-se que os teores de Mn variaram para cada tipo de
tabaco, porém o0s teores no grupo dos cigarros comerciais foram mais

uniformes, quando comparados aos cigarros de palha e fumo de rolo.
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FIGURA 16: Teores de Zn em diferentes amostras de tabaco obtidos por F

AAS apos procedimentos de calcinacao.

Na FIGURA 16 nota-se que os teores de Zn variaram bastante para os
diferentes tipos de tabaco, sendo que a variacdo dentro do grupo de cigarros
comerciais foi menos significativa quando comparada aos cigarros de palha e

fumos de rolo.

Quando comparados aos valores apresentados na literatura [3-7], os
resultados encontrados neste trabalho s&o distintos. Isso porque a
concentracdo de metais em tabaco depende de diversos fatores, como
caracteristicas do solo, praticas de cultivo e outros fatores agronémicos aliados
as condicdes climaticas, que influenciam bastante na acumulacdo de metais

nas folhas [4]

Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, 2 materiais de
referéncia certificado (folha de cha e folha de péssego) foram submetidos ao
procedimento proposto. Os valores encontrados sédo apresentados na TABELA
19.



55

TABELA 19: Resultados para Cu, Fe, Mn e Zn no material de referéncia

certificado apés procedimento de calcinag&o por via seca e imida (n = 2).

Valores certificados (ug g '+ S) Valores Obtidos (ug g+ S)

Cu Fe Mn Zn Cu Fe Mn Zn

Tea 16,2 373 766 38,7 15,20 266 764,1 39,2
leaves +19 +£23 +28 +3,9 +0,7 +2 +0,2 + 3,8

Peach 10,4 431 75,4 22,8 9,0 252 75,4 22,5
leaves +16 29 +54 +25 +0,2 +15 +0,2 +0,2

Na TABELA 19, nota-se que os resultados obtidos para os materiais de
referéncia certificado estdo de acordo com os resultados encontrados para Cu,
Mn e Zn, a um nivel de confianca de 95%, aplicando-se o teste t de student.
Para o Fe, os valores obtidos ndo se encontram de acordo com os valores do

material certificado, aplicando o mesmo teste com o0 mesmo nivel de confianca.

Vale ressaltar que as amostras de materiais certificados de referéncia
foram de suma importancia para avaliacdo do procedimento de calcinacdo das
amostras, porém, mesmo que estes materiais sejam folhas, a matriz é diferente
de tabaco, podendo haver uma diferenca nas interagdes dos analitos avaliados
com a matriz organica. Assim, pode-se concluir que o procedimento de
calcinacdo se mostra exato a um nivel de confianca de 95%, aplicando o teste t
de student, para os elementos Cu, Mn e Zn, ndo havendo perda destes na
forma de volateis ou possiveis contaminagfes. O mesmo ndo pode ser dito
para o elemento Fe.

Os valores apresentados nas tabelas 12 a 14 foram considerados como
valores de referéncia para comparacéo dos posteriores métodos de digestdo e

extracdo propostos.
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4.4. Procedimento de digestdo e extracdo assistido por radiacao

microondas

Nas TABELAS 20 e 21 encontram-se 0s percentuais de extragao obtidos
para os procedimentos realizados com aquecimento assistido por radiacdo

microondas, utilizando-se acido nitrico concentrado e diluido, respectivamente.

TABELA 20: Percentuais de extracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em tabacos apos
digestdo assistida por radiacdo microondas, empregando HNO3 concentrado e

determinacao por F AAS.

Amostra Cu (%) Fe (%) Mn (%) Zn (%)

Cigarro comercial - DV 96,4 107 104 13,8
Cig. Palha - CPP 90,7 108 95,8 24,0

Fumo de Rolo - FRF 85,7 94.4 84,7 21,3

Na TABELA 20 nota-se que a eficiéncia de extracdo com acido
concentrado foi em torno de 86% para os elementos Cu e Mn nas amostras de
fumo de rolo. Para o Fe, os teores foram préximos de 100% em todas as
amostras. Zinco foi o elemento menos extraivel, com percentuais de extracdo
menores que 24%. Os resultados encontrados indicam uma boa concordancia
com os valores obtidos apds a calcinacdo, porém o procedimento assistido por
radiacdo microondas apresentou como vantagem uma significativa redugcéo no
tempo de preparo, gastando cerca de 90 min. até obtenc&do da solucéo final,
enquanto que aproximadamente 8 horas de preparo foram gastas no

procedimento de calcinagéo.
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TABELA 21: Percentuais de extracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em tabacos apos
digestdo assistida por radiacdo microondas, empregando HNO;3; diluido e

determinacao por F AAS.

Amostra Cu (%) Fe (%) Mn (%) Zn (%)

Cigarro comercial - DV 81,1 111 99,3 14,5
Cig. Palha - CPP 111 110 102 29,8

Fumo de Rolo - FRF 71,4 62,3 92,0 23,4

Na TABELA 21 pode-se perceber que as menores extragdes ocorreram
nas amostras de fumo de rolo para os elementos Cu, Fe e Zn. Porém, quando
comparado aos resultados obtidos com o acido concentrado, a amostra de

fumo de rolo também apresentou 0s menores teores extraiveis para Cu e Zn.

Os valores de extracdo encontrados nas amostras de cigarro de palha e
comercial foram similares para todos os elementos. Os menores percentuais de
extracdo na amostra de fumo de rolo podem estar associados a complexidade
da matriz, uma vez que esse tipo de tabaco € mais viscoso que 0s cigarros
comerciais e de palha. Isto ocorre porque durante a fabricacdo dos cigarros
comerciais e de palha, apés a colheita, as folhas sdo secas em estufa por pelo
menos 3 dias para posterior fabricacdo dos cigarros propriamente ditos. Ja
para a producao dos fumos de rolo e charutos, apés a colheita, as folhas ficam
dependuradas em galpdes ou ranchos por 15 dias, para a murcha acentuada.
Apés este periodo, ocorre a separacdo das nervuras centrais para formar a
corda. O enrolamento exige de quatro a oito folhas, conforme a grossura
desejada. A medida que se forma, a corda é enrolada em um sarilho.
Durante um més, o fumo é curado ao sol, passando de um sarilho para outro,
enquanto se torce a corda, para escoar a agua e as substancias gomosas que

formam o “mel”. [58].

Assim, pode-se concluir pelos resultados apresentados que a utilizagéao
de acido diluido foi tdo eficiente na extracdo dos elementos quanto o emprego

do HNOj3; concentrado. Segundo Araujo et al. a utilizacdo de acidos diluidos é
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vantajosa pois, além de reduzir os valores dos brancos analiticos, ocorre
também a reducdo de custos, geracdo de residuos e digeridos que precisam de
menores fatores de diluicdo para introducdo em técnicas com nebulizacdo

pneumatica.

O Zn foi 0 elemento menos extraivel, independente da concentracédo de
HNO3; do meio reacional, com teores inferiores a 30% (TABELA 20 e 21),
sendo que nas amostras de cigarro de palha, os teores foram ligeiramente
maiores. Estes baixos percentuais de extracdo sugerem que este elemento

esteja mais fortemente ligado a matriz organica.

Como os teores de Cu, Fe e Mn obtidos nos procedimentos de digestao
e de extracdo foram elevados, sugere-se trabalhar com acidos mais diluidos
em procedimentos assistidos por radiagdo microondas para amostras de

tabacos.
4.5. Extragdo assistida por radiagéo ultra-sonica

Os resultados obtidos no planejamento fatorial completo 2° com os
dados da TABELA 6 (item 3.4.3.1) sdo apresentados nas FIGURAS 17 a 20.
Estas figuras foram obtidas utilizando-se o software Excel® da Microsoft
disponivel na web site do Laboratorio de Quimiometria Teorica e Aplicada do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) [59].
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<o L

Umicaka= LaTh

ldentificagao: Cobre

Ensaios N°Rep. Médias Varidncias Efeitos Erros t(8) P
1 2 10,815 0,08405|5G Média 102745 024034 4274988 980E-11
2 2 8411 0,26645|5G 1 -1,481 £ 048068 3081054 0015093
3 2 11,085 0,61605 2 0327 £ 048068 0,680287 0515524
4 2 9,484 0727218 3 0,65 % 048068 1,352252 0,213276
5 2 11,075 0,70805 12 0187 £ 048068 0,389032 0707402
& 2 10,145 1,028178 13 052 % 048068 1,081801 0310869
7 2 11,086 210125 23 -0,346 £ 048068 0,719814 049213
8 2 10,087 1,86245 123 0216 £ 048068 0449364 0665094

Variancia das chservages individuais — | 0,924212 Nivel de significancia o 0,05

Variancia dos efeitos — 0,231053
Erro dos efeitos — 048068 Qcnrq

FIGURA 17: Resultados do planejamento fatorial completo 2 obtidos para Cu
apos utilizacdo do software Excel® da Microsoft.

Nota-se na FIGURA 17 que para a Cu somente a variavel 1
(aquecimento) foi significativa e com efeito negativo, indicando que as proximas

extracbes ocorram sob aguecimento.

& (X

UNICARME LaTh

Identificagdo: Ferro

Ensaios N°Rep. Médias Varidncias Efeitos Erros t(8) P
1 2 58,025 4,258645 |5G Média 6388313 2254702 2833328 26E-09
2 2 47,35 245 1 -992875 % 4509404 2201788 005883
3 2 82,755 2628125 |5G 2 1305625 £ 4509404 2895338 0,020034
4 2 59,465 4850605 3 396875 4,505404 0880105 0404464
5 2 58,345 6,532245 12 -826875 % 4509404 1833668 0104051
& 2 65,7 3,130002 13 708375 4509404 1564231 0,156393
7 2 76,265 2,028845 23 -536626 4509404 1,190013 0.268155
8 2 63,16 1,098162 123 196125 £ 4509404 0434924 0675111

Variancia das observacies individuais — | 8,133888 Nivel de significincia o 0,05

Variancia dos efeitos — 2033472
Erro dos efeitos — Qcnrq

FIGURA 18: Resultados do planejamento fatorial completo 2° obtidos para Fe

apos utilizacdo do software Excel® da Microsoft.
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Na FIGURA 18 pode-se perceber que para o ferro, somente a variavel 2
(tempo de sonicacdo) foi significativa e positiva, indicando que as préximas
extracbes sejam realizadas com maiores tempos de sonicacdo. Pode-se
perceber também que, apesar de ndo ser significativa, a variavel 1
(aquecimento) apresentou um alto valor, em modulo, e negativo, indicando uma

tendéncia de melhores extracfes quando realizadas sob aguecimento.

€% (X
ldentificagao: Manganés
Ensaios N°Rep. Médias Varidncias Efeitos Erros t(8) P
1 2 5473 0,003872 |5G Média 56815 % 0262618 2163411 22E-08
2 2 35015 0,226465 |5G 1 -383225 % 0525235 7296254 BA42E-05
3 2 5,049 072 (SG 2 274926 0625235 65234321 0.,000789
4 2 3,693 1,104098 |5G 3 250475 % 0525235 4,768815 0001411
5 2 4,0385 0,907204 |5G 12 29345 % 0525235 §,58702 0000518
& 2 4,2145 1,818325 |5G 13 -21685 0525235 4128626 0,003305
7 2 15,83 3,7538 |SG 23 28655 % 0525235 545565 0.000605
8 2 36625 0,294145 |5G 123 -3,24226 0625235 6,172948 0000267
Vanancia das observagoes individuais — | 1,103489 Nivel de significancia o 0,05
Variancia dos efeitos — 0,275872 Py
Erro dos efeitos — W e

FIGURA 19: Resultados do planejamento fatorial completo 2° obtidos para Mn
apos utilizacdo do software Excel® da Microsoft.

Na FIGURA 19 pode-se perceber que para o0 manganés todas as
variaveis se mostraram significativas, sendo que as variaveis 2 e 3
(concentracdo acida e tempo de sonicacgao, respectivamente) foram positivas,
indicando que futuras etapas devam ser realizadas sob maiores tempos de
sonicagdo e com &cidos mais concentrados. A variavel 1 (aquecimento)
apresentou efeito negativo, indicando que as proximas extracdes ocorram sob

aguecimento.
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%!% Planejamento Fatorial Completo 28 £7Z
UMNICAMP LaTh
Identificagdo: Zn-Us Data: 121912007

Ensaios N°Rep. Respostas das repetigdes Médias Varidncias Efeitos Erros t(g) p

1 2| 3227 14,65 25957 7961516(5G Média 1942 * 0901 212194 3E08

2 2| 15,87 13,77 14,821 2217265 1 209% 1802 1,460024 02755

3 2| 2047 18,682 20,045| 0,360293 2 1,081 £ 1802 0899769 (5653

4 2| 19,49 18,32 18,905 0,690987 3 -1,629 £ 1802 0904055 03024

5 2| 17,55 14,98 16,268 3,301793 12 0819 1802 0454499 06615

b 2| 24,35 18,83 21,586 152332 13 4,048 ¥ 1802 2246475 00549

7 2| 17,893 18,83 18,38( 0.404614 23 0467 * 1802 0,092851 09283

B 2 18 15,96 16,978 2,074863|5G 123 4179+ 1802 2319372 0049

Varidncia das cbservagies individuais —| 1298727 Nivel de significancia o 0,05 ﬂ
Variancia dos efetius —| 3,246818 ﬁCNPq
Erro dos efeitos —> e

FIGURA 20: Resultados do planejamento fatorial completo 2* obtidos para Zn
apos utilizacdo do software Excel® da Microsoft.

Para o zinco, (FIGURA 20) somente as intera¢des das trés variaveis foi
significativa, mas pode-se perceber que em médulo, a variavel 1 (aquecimento)
foi o maior valor da tabela, seguido da variavel 3, ambas com efeitos negativos.
Isso pode indicar que as proximas extragbes ocorram sob aquecimento,

utilizando &cidos diluidos.

Como o interesse nao foi o de propor um método de extracdo para cada
elemento e sim um método Unico para os quatro elementos estudados, foi
proposto um novo planejamento Doehlert com 2 variaveis (TABELA 7, item
3.4.3.2. para otimizacdo das condicOes de extracdo. Todos o0s experimentos
foram realizados sob aguecimento. Como pontos centrais foram escolhidos 30
min de sonicacao e concentracdo acida de 25% viv.

Nas FIGURAS 21 a 24 sao apresentadas as superficies de respostas
bem como as curvas de niveis para Cu, Fe, Mn e Zn, obtidos pelo

planejamento Doehlert com 2 variaveis.
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FIGURA 21: Superficie de resposta e curva de nivel para Cu obtido pelo
método de superficie de respostas Doehlert.

De acordo com a FIGURA 21, foi possivel extrair 100% de Cu ao se
trabalhar com concentragfes de &cido nitrico proximas a 30% v/v e tempos de
sonicacdo entre 10 e 20 minutos. Nota-se pelas figuras que nao foi possivel
obter um ponto maximo, mas ainda sim, os percentuais de extracdo foram em
torno de 100% de Cu, nas condi¢Oes estudadas.

Superficie do Fe Fitted Surface; Variable: Fe
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FIGURA 22: Superficie de resposta e curva de nivel para Fe obtido pelo
método de superficie de respostas Doehlert.

Na FIGURA 22 observa-se um ponto de minimo na curva de nivel. O
tempo nao foi um fator determinante para se obter as melhores condi¢des de
extracdo de Fe. Os melhores percentuais de extracdo foram obtidos ao se
trabalhar com condi¢cdes acidas mais elevadas, o que nao justificaria uma

expansao do planejamento, uma vez que o objetivo da extracdo € o de se
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trabalhar em condicbes mais brandas. Este elemento foi o segundo menos

extraivel, com percentuais de extracdo proximos de 35%.

Superficie do hn Fitted Surface; Yariable: bMn
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FIGURA 23: Superficie de resposta e curva de nivel para Mn obtido pelo
método de superficie de respostas Doehlert.

Percebe-se pela FIGURA 23 gque para a extracdo de Mn houve 2 pontos
de méaximo, um quando se trabalha com menores tempos de sonicacéo e
concentragdo acida, e outro quando se trabalha com maiores tempos de
sonicacdo e concentracao. Nas condicdes mais brandas, isto é, tempos em
torno de 10 min e concentracao acida de 10% v/v foi possivel obter percentuais
de extracdo de até 75%.
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FIGURA 24: Superficie de resposta e curva de nivel para Zn obtido pelo
método de superficie de respostas Doehlert.

Para o Zn (FIGURA 24), assim como para o Cu, obteve-se duas regifes

de maximo, uma trabalhando com menores tempos de sonicacdo e
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concentracdo acida, em torno de 15 min e 30% v/v, respectivamente, e outra
regido com maiores tempos de sonicacao e concentragdes mais elevadas. Os
percentuais de extracdo para o Zn foram o0s menores, confirmando os
resultados encontrados no procedimento de extracdo assistidos por radiacdo

microondas.

Assim, para extragcdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas outras amostras de
tabacos comerciais, bem como nos cigarros de palha e fumos de rolo, a
mesma massa de amostra com solucdo de HNO3; 25% v/v foi sonicada por 20
min. A TABELA 22 apresenta os percentuais de extracdo para os diferentes

tipos de tabacos.



TABELA 22: Percentuais de extragao de Cu, Fe, Mn e Zn para diferentes

amostras de tabaco.

Tabaco Cu (%) Fe (%) Mn (%) Zn (%)

DV 61,8 6,96 16,2 13,4
DA 86,1 18,6 52,5 18,8
DP 52,9 15,2 43,0 111
CT 109 18,0 48,5 11,2
TN 20,5 35,3 61,9 13,4
HV 55,8 18,5 48,9 15,2
FE 95,1 17,7 52,8 14,4
HB 96,2 22,2 57,2 15,9
CPP 37,5 15,3 19,1 11,5
CPVJ 72,0 121 94,9 103
CPA 51,4 26,2 55,1 27,9
CPPF 88,3 11,6 82,0 112
CPC 74,1 26,8 82,1 107
CPD 70,5 24,3 93,3 99,6
FRF 157 12,6 26,1 27,1
FRM 101 8,07 84,4 98,9
FRFr 81,4 18,7 97,3 247
FRG 83,7 23,5 35,4 15,5

65

Pode-se observar pela TABELA 22 que o Cu foi o elemento mais

facilmente extraivel, com percentuais de extracdo maiores que 51%, exceto
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para o cigarro comercial TN e cigarro de palha CPP, cujos percentuais foram,
respectivamente, de 20,5 e 37,5%.

As FIGURAS 25 a 28 apresentam os percentuais de extragcéo para o Cu,

Fe, Mn e Zn, apés procedimentos assistidos por radiacdo ultra-soénica.
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FIGURA 25: Percentuais de Extracdo de Cu obtidas apods procedimentos

assistidos por radiagéo ultra-sdnica em diferentes amostras de tabacos.

Na FIGURA 25 pode-se observar que os procedimentos de extracao de
Cu foram mais eficientes para amostras de fumo de rolo, cujas percentagens

de extracao foram superioras a 80%.
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FIGURA 26: Percentuais de Extracdo de Fe obtidas apés procedimentos

assistidos por radiagéo ultra-sonica em diferentes amostras de tabacos.

Na FIGURA 26 pode-se observar que em todos os tipos de tabaco, as
percentagens de extracdo foram inferiores a 50% para o Fe, com excecao do

cigarro de palha CPVJ, com percentagens de extracdo proximas de 120%.
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FIGURA 27: Percentuais de Extracdo de Mn obtidas apOs procedimentos

assistidos por radiagéo ultra-sonica em diferentes amostras de tabacos.
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Pode-se observar através da FIGURA 27 que para o elemento Mn, o
procedimento de extragdo otimizado foi mais eficiente para as amostras de
cigarros de palha, cujas percentagens de extracdo foram superiores a 80%,
com excecdo dos cigarros de palha CPA e CPP, que apresentaram

percentagens de extracao de 55,1 e 19,1%, respectivamente.
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FIGURA 28: Percentuais de Extracdo de Zn obtidas apés procedimentos
assistidos por radiagéo ultra-sdnica em diferentes amostras de tabacos.

Na FIGURA 28, pode-se perceber que os procedimentos de extracao
otimizados para o Zn foram pouco eficientes para todos o0s cigarros comerciais,

cujas porcentagens de extracdo foram inferiores a 20%.

4.6. Comparacao dos procedimentos assistidos por ra  diacdo microondas

com os procedimentos por ultra-som

As FIGURAS 29 a 32 apresentam os percentuais de extracdo de Cu, Fe,
Mn e Zn, pelos procedimentos assistidos por microondas e radiacdo ultra-

sOnica.
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FIGURA 29: Percentuais de extracdo de Cu apds procedimentos assistidos por

radiacdo microondas e ultra-sénica.

Percebe-se pela FIGURA 29 que os procedimentos assistidos por
radiacdo microondas se mostraram superiores para extracdo de Cu em
amostras de cigarros comerciais e de palha. Para a amostra de fumo de rolo, a

radiacdo ultra-sonica foi a mais eficiente.
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FIGURA 30: Percentuais de extracdo de Fe ap0s procedimentos assistidos por

radiacdo microondas e ultra-sénica.
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Na FIGURA 30, pode-se perceber que os procedimentos assistidos por
radiagdo microondas mostraram-se superiores para extracao de Fe em todos
os tipos de tabaco, quando comparados aos procedimentos assistidos por

radiacao ultra-sonica.

% Extragdo de Mn: MW X US
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FIGURA 31: Percentuais de extracdo de Mn apds procedimentos assistidos por

radiacdo microondas e ultra-sbnica.

Na FIGURA 31, assim como para o Fe, percebe-se que os
procedimentos assistidos por radiacdo microondas mostraram-se superiores
para extracdo de Mn em todos os tipos de tabaco, quando comparados aos

procedimentos assistidos por radiacao ultra-soénica.
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% Extracdode Zn: MW X US

30,00
25,00

20,00

15,00
10,00

5,00

0,00
DV CPP FRF

| OUltra-som B Microondas- Acido cone. OMicroondas - Acido diluido. |

FIGURA 32: Percentuais de extracdo de Zn apds procedimentos assistidos por

radiacdo microondas e ultra-sénica.

Na FIGURA 32 pode-se perceber um comportamento diferente para o Zn
quando comparado aos demais elementos, pois em todas as amostras de
tabaco, os percentuais de extragcoes foram inferiores a 15%, com excecao para
o fumo de rolo no procedimento por ultra-som. A utilizacdo de HNOg3 diluido

levou a resultados ligeiramente superiores.

As maiores eficiéncias de extracdo proporcionadas pelo procedimento
de extracdo assistido por radiacdo microondas de Cu, Fe, Mn e Zn nos
diferentes tipos de tabaco, podem ser fruto das elevadas pressdes geradas
durante os procedimentos. As elevadas temperaturas proporcionaram uma
maior disponibilizagdo do analito para a solu¢do, devido a uma maior eficiéncia

de decomposicédo da matéria organica.
4.7. Extrag&o por ponto nuvem

Na metodologia de extracdo e pré-concentracdo por ponto nuvem,
alguns fatores influenciam na eficiéncia da extracdo da espécie de interesse,
como o pH no qual a formagdo do complexo é conduzida, bem como a

concentracédo do agente complexante e do tensoativo.
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Sabendo que o PAR pertence a mesma classe do Br-PADAP [27] e que
a eficiéncia de extracdo de Cd complexado com Br-PADAP € préxima a 100%
em pH 9, optou-se por fazer um estudo inicial, mantendo este pH, para escolha
da concentracdo de Triton X-114 e do tipo de agente complexante. Para se
avaliar o efeito da concentracao do tensoativo foram testados volumes de 250
e 500 pL da solucdo de trabalho de Triton X-114 e para os complexantes,
foram estudados PAR e Br-PADAP. Nesta etapa, foram utilizados 200 pyL da

solucéo de trabalho de agente complexante.

A FIGURA 33 apresenta a estrutura do tensoativo Triton X-114 utilizado

nos procedimentos de EPN.

P
CHa—f—CHz—C_©—0 (CH2CH20)7_ gH
CH3 (l-:Hs

FIGURA 33: Estrutura do tensoativo Triton X-114, adaptado de [36].

Neste estudo observou-se que a separagao de fases ocorreu para 0s
dois complexantes estudados, porém, os volumes obtidos para as fases ricas
foram muito pequenos, principalmente quando se utilizou 250 pL da solucao de
trabalho de tensoativo. Desta forma, a introducao da fase rica no equipamento
foi inviabilizada. Assim, optou-se por trabalhar com maiores volumes de
tensoativos. Para isso, foi realizado um planejamento onde foram testados os
volumes de 1000 e 2000 pL de tensoativo. As determinacdes foram realizadas
por F AAS.

A TABELA 23 apresenta as condicdes e resultados obtidos neste

planejamento.
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TABELA 23: Resultados obtidos, na triagem, por F AAS para Cd e Pb.

Experimento Complexante Vol. TX-114*-puL pH Abs

1 PAR 1000 7 0,079
2 PAR 2000 7 0,057
3 Br-PADAP 1000 7 0,081
4 Br-PADAP 2000 7 0,070
5 PAR 1000 8 0,138
6 PAR 2000 8 0,142
7 Br-PADAP 1000 8 0,211
8 Br-PADAP 2000 8 0,121
9 PAR 1000 9 0,066
10 PAR 2000 9 0,057
11 Br-PADAP 1000 9 0,437
12 Br-PADAP 2000 9 0,232

* TX-114: Triton X-114 5,0 % m/v.

Nota-se na TABELA 23 que somente os experimentos 5 a 8, 11 e 12
apresentaram melhores sinais de absorcao, superiores a 0,120 sendo que para
0S outros, os valores obtidos foram bem inferiores a 0,100. Estes experimentos
foram realizados novamente e a fase rica foi analisada por TS FF AAS. As
absorbancias integradas obtidas neste estudo podem ser visualizadas na
TABELA 24
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TABELA 24: Resultados obtidos por TS FF AAS para Cd e Pb.

Experimento Absorbancia Integrada Média*  Desvio*

5 0,927 0,006

6 1,097 0,262

7 1,986 0,361

8 0,534 0,358

11 6,037 0,856

12 2,425 0,626
*n=4

Percebe-se na TABELA 24, que as melhores condicbes de preé-
concentracdo foram obtidas para o experimento 11, que utiliza o Br-PADAP
como agente complexante, em pH 9 e 1000 pL de solugéo de trabalho de
surfactante. Optou-se em trabalhar com o Br-PADAP como agente
complexante, em meio alcalino e utilizando menores volumes de tensoativos.
Para isso foi realizado um planejamento Doehlert com 3 variaveis (TABELA 9 —
Item 3.4.4.1), mantendo o pH 9 como ponto central, sendo estudado em cinco
niveis, para abranger uma maior faixa de pH em meio basico. Como a
concentracdo do complexante permaneceu fixa em 200 pL durante o estudo
inicial, neste estudo a variavel “volume do complexante” foi avaliada em cinco
niveis. Como inicialmente o volume de 500 pL de surfactante indicava uma
tendéncia em se trabalhar com maiores volumes, e o estudo anterior indicou
menores volumes do mesmo, optou-se por trabalhar com volume de 550 uL de
tensoativo como ponto central, variando em 3 niveis. Vale lembrar que neste
estudo o volume de complexante também esta sendo avaliado e como o Br-
PADAP foi preparado em Triton X-114, a concentracao final do tensoativo em

cada experimento sera diferente.

Bezerra et. al. [55] propuseram um procedimento de pré-concentracao
de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb em amostras de 6leo refinado usando Br-PADAP
como agente complexante e Triton X-114 como tensoativo. Neste procedimento
a separacao de fases foi acelerada por radiagdo microondas em forno caseiro
com 10 % de poténcia, Os autores obtiveram condicOes de pré-concentracéo

semelhantes para os elementos Cd e Ph. Devido a isso, optou-se por avaliar o
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mesmo planejamento (TABELA 9) para o Pb. O aquecimento condutivo foi
substituido pelo aquecimento assistido em forno de microondas caseiro, por 6

min. aplicando 10 % de poténcia.

Os dados obtidos nos dois planejamentos foram tratados utilizando-se o
programa Statistic 6.0, que forneceu os valores criticos, que referem-se as
melhores condi¢cBes de trabalho para extracdo dos metais. As superficies de
resposta obtidas sdo apresentadas na FIGURA 34 e os valores criticos para Cd
e Pb sdo apresentados na TABELA 25.

Fitted Surface; Variahle: Area Fitted Surface; Yariable: Area

3factors, 1 Blocks, 48 Runs; MS Residual=2 463463 3 factars, 1 Blocks, 48 Runs; MS Pure Error=,0889766
ov: Area oW Area

o

Chumbo

Cadmio

FIGURA 34: Superficies de resposta para Cd e Pb, obtidas pelo Planejamento

Doehlert com 3 variaveis.

TABELA 25: Valores criticos para Cd e Pb.
Elemento Volume Complex. (uL) Volume TX-114 (uL) pH
Cd 246 763 8,82
Pb 294 577 8,94

! Triton X-114 5% m/v

Estes volumes correspondem as concentracées de 1,75 x 10° mol L e
2,1 x 10®° mol L™ de agente complexante para Cd e Pb, respectivamente. E
para o tensoativo, deve ser levado em consideracao que o agente complexante

estd diluido em solucdo com surfactante, devendo este ser levado em
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consideracdo também. Assim, a concentracdo de Triton X-114 equivale a 0,36
e 0,31 % mlv

A fim de se verificar a viabilidade do procedimento proposto, alguns
parametros de merito foram determinados nas condi¢cdes otimizadas, 0s quais
podem ser visualizados na TABELA 26. Para se preparar somente uma

solugao tampéao, optou-se em trabalhar com pH 9 para os dois metais.

TABELA 26 - Parametros de mérito do meétodo otimizado para a quantificacado

de CdePb
Parametros Cd Pb
Faixa Linear (ug L™ 1-25 1-250
% R.S.D. (25 pg L™) 3,1 0,7
Inclinacéo 1,8158 + 0,006 0,2514 +0,0002
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9985 0,9979
LD (ug L 0,0848 0,2468
LQ (ug LY 0,2828 0,8228
LD — F AAS (ug L™ 5,286 406,5
Ganho em sensibilidade 62 158

Pode-se perceber pela TABELA 26 que, aliando a técnica de
determinacao pelo sistema TS FF AAS ap0s a pré-concentracdo por ponto
nuvem, o ganho em sensibilidade foi de 62 vezes para o Cd e 158 vezes para o

Pb, com baixos desvios padrdes relativos (%R.S.D) e limites de detecc¢ao.

Para se avaliar a exatiddo do método, materiais certificados de
referéncia foram digeridos e submetidos ao método otimizado. Os resultados
obtidos encontram-se na TABELA 27.
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TABELA 27: Concentragdes de Cd e Pb em materiais -certificados
determinados por TS FF AAS, apds pré-concentracdo por ponto nuvem. P =
0,05en=4

Valores certificados (ug g ™) | Valores encontrados (ug g ™)

Amostra
Cd Pb Cd Pb

Tea 0,032+0,005 1,06+0,10 0,026 £0,017 1,45+0,22*

Peach Leaves 0,018 +£0,008 0,99+0,08 0,019+0,05 1,23+0,39
*p=0,0len=4

Pode-se perceber na TABELA 27 que os valores encontrados séao

concordantes com os dos materiais certificados. Como estes materiais ndo sao
de tabaco, foram realizados também testes de adicdo e recuperacéo,
apresentados na TABELA 28.

TABELA 28: Testes de adicéo e recuperacéo obtidos para Cd e Pb nas
amostras de tabaco.

Tabaco Cd Pb

Adicionado Obtido Recuperacdo Adicionado Obtido Recuperacao

ug I ug It (%) ug It ug I (%)

Comercial 2,5 10.6 08,2 2,5 5,10 94,6

Comercial 5,0 12.9 94,2 5,0 7.40 93,1

C.Palha 2,5 15.1 102 2,5 22.7 92,5

C.Palha 5,0 17,6 101 5,0 252 96,5

F. Rolo 2,5 16.0 95.6 2,5 30,3 105
F. Rolo 50

18,3 93,2 5,0 32.9 107
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Percebe-se na TABELA 28 que o método apresentou para os dois
analitos, boas recuperagfes para 0s trés tipos de tabaco. Para amostras de
cigarros comerciais as recuperacdes foram de 94 a 98 % e de 93 a 94 % para
Cd e Pb, respectivamente. Nas amostras de cigarros de palha, estas
recuperacoes foram em torno de 102 % para Cd e de 92 a 96 % para Pb e nas
amostras de fumo de rolo, foram obtidas recupera¢cdes em torno de 95 % e 105

% para Cd e Pb respectivamente.

Assim, como os resultados obtidos para os materiais de referéncia estao
concordantes com os resultados certificados, e como foram obtidas boas
recuperagbes, o procedimento foi utilizado nas amostras de tabaco, apos
procedimento de calcinacéo (item 3.4.1) e posterior ajuste de pH. Os teores
obtidos encontram-se na TABELA 29.



TABELA 29: Teores de Cd e Pb apds pré-concentracdo por ponto nuvem e

determinacao por TS FF AAS.

Tabacos Cd(ugg™tS) Pb(ugg™ts)
DV 0,227 + 0,060 0,740 £ 0,077
DD 0,313 £ 0,097 2,995 + 0,036
HV 0,148 + 0,036 2,996 £ 0,016
CT 0,228 £ 0,012 3,073 £0,048
TN 0,213 £ 0,028 2,992 + 0,037

CPP 0,349 + 0,005 0,568 = 0,040
CPC 0,345 + 0,069 3,513 £ 0,029
CPVJ 0,221 + 0,009 3,109 £ 0,048
CPD 0,242 + 0,063 3,078 £ 0,050
FRF 0,380 + 0,020 0,769 = 0,040
FRM 0,213 £ 0,032 3,058 £ 0,139
FRFr 0,235 + 0,027 3,141 £ 0,051
FRG 0,189 + 0,022 2,944 + 0,052
N=4

Pode-se perceber através da TABELA 29 que os teores de Cd variaram
de 0,15 a 0,38 ug g* e de 0,568 a 3,513 pg g™ para Pb. Pode-se perceber

também que para o Pb os teores variaram menos entre os diferentes tabacos e
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em cada grupo de tabaco, exceto para as amostras de DV, CPP e FRF. O
mesmo néo pdde ser observado para o Cd, cujos teores variaram muito em

funcado de cada tipo de tabaco e dentro de cada grupo.

N&o foi possivel comparar os valores obtidos com os valores encontrados na
literatura [8, 9]. Isso porque a concentracdo de metais em tabaco depende de

diversos fatores tais como o solo de cultivo e condi¢des climéaticas [4].
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5.1. CONCLUSOES

Pelos estudos realizados, pode-se concluir que diferentes tipos de
tabacos apresentaram diferentes teores de Cd, Cu, Fe, Mn, e Zn, ndo sendo
encontrado muitas variacbes nos teores de Pb, nos tabacos analisados. A
variacdo da concentracdo destes metais nas amostras de cigarros comerciais
foi menos acentuada, apresentando uma distribuicdo mais uniforme.

Procedimentos de extragdo pode ser uma alternativa para a
determinacdo de metais em amostras de tabaco para posterior determinacéo
por espectrometria de absorcdo atdbmica. Estes procedimentos propiciaram um
aumento na frequéncia analitica e requerem menores volumes de reagentes.

Foi possivel observar que o emprego de acidos diluidos levou a
percentuais de extracdo para Cu, Fe, Mn e Zn compativeis com os valores
obtidos empregando acido concentrado. O emprego de &cidos diluidos é
apresentado na literatura como uma estratégia viavel e de facil implementacéao.
Quando o emprego do acido diluido € associado ao uso da radiacdo
microondas, as vantagens sao potencializadas, levando a um menor consumo
de reagentes, baixos valores de brancos analiticos, reducdo de perda de
volateis, aumento da freqiiéncia analitica, etc.

Para os metais avaliados n&do houve interferéncias de matriz. O Zn foi o
elemento menos extraivel em todos os procedimentos propostos, sugerindo
gque este elemento esteja mais fortemente ligado a matriz organica. Ja o Cu foi
o elemento mais extraivel, independente do procedimento avaliado. Na
verificagcdo dos efeitos de matriz este elemento foi quem apresentou
comportamento diferente devido ao aumento de sensibilidade causada em
meio acido. O aumento de sensibilidade pode ser decorrente de possiveis
contaminantes.

Os procedimentos envolvendo extracdo e pré-concentragdo por ponto
nuvem se mostraram bastantes eficientes para determinacao de Cd e Pb em
amostras de tabacos. Em todos os tabacos analisados, a concentracdo de Pb ,
de modo geral, encontra-se mais elevado que os teores de Cd. Ao contrario do
Pb, os teores de Cd variaram bastante entre os trés tipos de tabaco e dentro de

cada grupo.
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O procedimento otimizado ndo apresentou problemas no sistema de
nebulizacdo pneumatica do F ASS e tampouco para o TS FF AAS, sendo
possivel a utilizacdo de extracdo e pré-concentracdo por ponto nuvem destes
metais em amostras biologicas, como uma alternativa aos procedimentos
convencionais de extracao solido-liquido.

Para alcancar limites de detec¢cdo ainda menores, pode-se apos
procedimentos de pré-concentragdo por ponto nuvem, realizar as
quantificacbes por TS FF AAS, onde ha um ganho significativo em
sensibilidade, 62 e 158 vezes para Cd e Pb, respectivamente, devido a maior
quantidade de amostras que estd no caminho Otico, além de proporcionar
meios de quantificacdo de tracos de elementos menos volateis.

O wuso de ferramentas quimiométricas como planejamentos e
metodologias de superficie de respostas foi importante para avaliacdo das
variaveis, bem como suas interagbes, e ainda minimizou o numero de

experimentos, reduzindo tempo, custos e geracao de residuos.
5.2. Perspectivas

Sugere-se um estudo para verificacdo de algumas variaveis em
procedimentos de preparo assistidos por radiacdo microondas, tais como
poténcia aplicada, temperatura, quantidade de amostra e reagentes, dentre
outras. Além deste estudo, a partir de condigbes otimizadas para as extracdes
assistidas por radiacdo microondas, pode-se estudar melhor o comportamento
do Zn nas amostras de tabaco, uma vez que os percentuais de extracédo
obtidos foram baixos.

Outro estudo que poderia ser realizado € o da classificagdo de amostras
de tabacos, empregando-se a quimiometria, uma vez que cada tipo de tabaco
apresentou um teor diferente para cada metal.

E finalmente, propor procedimentos de especiacdo de elementos
essenciais/toxicos. A forma que o elemento se encontra presente na matriz é
uma informacéo relevante para o entendimento de sua disponibilidade para o

ambiente.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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