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Resumo: O COr é um micronutriente essencial para o homem e estd envolvido no
metabolismo dos carboidratos e gorduras. As condi¢des para atomizacao do Cr foram avalia-
das em um forno de grafite com aquecimento longitudinal e corretor Zeeman. Um estudo
quimiométrico foi utilizado para avaliar as condi¢oes de atomizagdo para amostras de urina
contendo Cr. Um delineamento fatorial 24 foi planejado adotando-se as sequintes varidveis:
superficie de atomizagao (parede do tubo de grafite ou plataforma de tungsténio), corretor
Zeeman (ligado ou desligado), etapa de pirdlise (sim ou ndo) e modificador quimico (Mg)
(sim ou ndo)

Palavras-chave: Cr, atomizacdo eletrotérmica, quimiometria

Abstract: Cr is an essential human micronutrient involved in the metabolism of car-
bohydrates and fats. The Cr atomization conditions were systematically evaluated in a
transversal Zeeman graphite furnace with longitudinal heating. A chemometric approach
was employed to evaluate atomization conditions for Cr spiked urine samples. A factorial
experiment 24 was designed adopting as experimental variables: atomization surface (Wall
or Tungsten coil platform), Zeeman corrector (On or Off), Pyrolysis step (Yes or No) and
Mg chemical modifier (Yes or No).
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1 Introducao

A essencialidade do Cr na nutricao animal e humana ja é bem aceita. A
deficiéncia de Cr (III) nao é freqiiente em humanos e ocorre apenas em pessoas idosas
e alguns casos raros de pacientes sujeitos a prolongados tratamentos parenterais. O
Cr (III) é um dos elementos essenciais a vida e sua funcao esta relacionada & acao da
insulina, agindo como um co-fator para sua reagdo com as membranas celulares, além
de ser essencial para o metabolismo do colesterol; possivelmente, sua deficiéncia seja
um fator bésico da arteriosclerose. Sais de Cr (VI) sao biologicamente mais reativos.
A toxicidade do Cr (VI) estd mais associada a exposi¢do ocupacional, aumentando
a incidéncia de cancer em pessoas que trabalham na producao de cromatos e pig-
mentos de Cr (LARINI, 1987). A avaliacdo do estado nutricional desse elemento
em humanos tem sido feita pela sua determinacao em espécies bioldgicas tais como
soro, plasma, urina e cabelo, e essa avaliagdo é extremamente dificil devido aos
baixos niveis presentes, na ordem de ug/g (TSALEV, 1995).

A determinacao de Cr pode ser feita por diversas técnicas analiticas, com dife-
rentes limites de deteccao, faixa de trabalho e campo de aplicacao. Entre as técnicas
utilizadas pode-se citar: a cromatografia gasosa, a andlise por ativagao neutrénica,
a espectrometria por fluorescéncia de raios X, a polarografia de pulso diferencial,
a espectrometria de emissao atomica com plasma, a espectrometria de absorcgao
atomica com atomizacao eletrotérmica, a espectrometria de massas com plasma
induzido e vaporizacao eletrotérmica (SPERLING, 1995).

A espectrometria de absorgao atomica (AAS) é uma das técnicas mais usadas
para a determinacao de tracos: cerca de 25% das publicacoes para andlise de tracos
envolve a AAS (SPERLING, 1995). O forno de grafite é a técnica mais utilizada
em absorcao atomica para a determinacao de tragos em materiais biolégicos e am-
bientais. Essa técnica apresenta limites de deteccdo adequados e a vantagem de
consumir baixos volumes de amostra (10-100 pL). O éxito dessa técnica de andlise
é devido as mudancas ocorridas em sua instrumentacao e metodologia analitica,
através de avancgos tecnoldgicos, tais como: amostradores automaticos, sistemas de
aquisicao de dados, sistemas de correcao de fundo, fontes de alta poténcia, ambiente
isotérmico e tubos de grafite pirolitico (L’VOV, 1984). Atualmente, sabe-se que os
dados relatados em literatura sobre o teor de Cr em urina na década de 1970 estao
equivocados. A contaminacgao parece ser a mais importante causa de erro positivo na
determinag@o de Cr em materiais biolégicos. Além disso, problemas com correcao de
fundo, controle de temperatura impreciso durante a atomizagdo e a decomposicao
da matéria organica também contribuiram para os valores elevados descritos em
literatura (KUMPULAINEN, 1980).

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo quimiométrico para avaliar as
condicdes de atomizacido do Cr em amostras de urina. Um delineamento fatorial 24
foi planejado adotando-se as seguintes variaveis: superficie de atomizagao (parede do
tubo de grafite ou plataforma de tungsténio), corretor Zeeman (ligado ou desligado),
etapa de pirdlise (sim ou nao) e modificador quimico (Mg) (sim ou nao).
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1.1 Histdrico

Ainda hoje, a literatura apresenta muitas contradigoes envolvendo a deter-
minacdo de Cr com relacao as interferéncias causadas por matrizes complexas.
Guthrie et al., em 1978, demonstraram que o corretor de fundo com lampada de
deutério foi inadequado para a determinacdo de Cr em urina, devido & baixa inten-
sidade dessa fonte de radiacdo no comprimento de onda utilizado para o Cr (357,9
nm). A figura 1 mostra a implica¢ao do uso do corretor de lampada de deutério para
a determinagao do Cr. Pode-se observar a correlacao existente entre a absorgao de
fundo e a concentracao aparente de Cr encontrada (VEILLON, 1986).
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Figura 1. Correlagdo entre sinal de fundo e concentragao aparente de Cr (VEILLON, 1986)

Halls e Fell (1986), entretanto, demonstraram que o Cr pode ser determinado
sem interferéncias significativas com o uso da lampada de deutério, reduzindo-se
a temperatura de atomizacao de 2700°C para 2400°C. Routh, em 1980, utilizou
a lampada de deutério e observou que a atenuacao de sinal de fundo foi reduzida
quando hidrogénio foi adicionado ao gés inerte. Kumpulainem et al. (1980) também
utilizaram a lampada de deutério para a determinagao de Cr em leite e urina. Em
1982, Veillon et al. passaram a utilizar a lampada de tungsténio para correcao de
fundo e observaram melhores resultados na determinagao de Cr em urina e sangue
em relacao aos obtidos com a lampada de deutério.

Em 1987, McAughey e Smith, e, em 1988, Marks et al. também utilizaram a
lampada de tungsténio. Dube (1988) apresentou resultados satisfatérios na deter-
minacao de Cr em urina, sem nenhum pré-tratamento das amostras, utilizando o
efeito Zeeman como corretor de sinal de fundo. Esse mesmo corretor foi usado por
Paschal e Bailey em 1991. Em 1993, Rubio et al. compararam os dois corretores:
o corretor Zeeman e a lampada de tungsténio. A correcdo foi melhor quando se
utilizou o corretor Zeeman, proporcionando um coeficiente de variacao das medidas
inferior ao obtido com a lampada de tungsténio.
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Em 1994, Granadillo et al. determinaram Cr em amostras de sangue, urina,
plasma, células vermelhas, soro e ossos. Concluiram que nao havia necessidade de se
usar corretor de fundo e modificador quimico. Porém, mesmo com as evidéncias de
que a lampada de deutério nao apresenta a intensidade necessiria no comprimento
de onda usual para a determinacéo de Cr, Sauerhoff et al., em 1996, utilizaram esse
corretor para a determinagdo de Cr em urina e afirmaram ter obtido um limite de
detecgao de 0,01 ng/ml.

Outro fator que limita a determinacao de Cr é seu carater refratario. Em 1978,
Guthrie et al. utilizaram tubo de grafite nao pirolitico na determinacao de Cr,
mas nao citaram o limite de deteccao obtido com o método proposto. Veillon et al.
(1980) verificaram o grau de retencao de Cr por tubos de grafite porosos e recobertos
piroliticamente apés a atomizagao. Utilizaram amostras de urina de rato e solucao
padrio de Cr marcado com °'Cr diferenciando as temperaturas de atomizaccio.
Os tubos porosos, quando em solucao aquosa, retiveram 11% a mais de Cr do que
quando em meio de urina. Para o tubo revestido, a retengdo de Cr foi maior para a
amostra de urina, i.e. 12% maior em comparacao a solucao aquosa. Para os tubos
recobertos, 30 a 40% do Cr inicialmente retido foi removido apds trés atomizacoes
sucessivas. Esses resultados evidenciaram a necessidade de um rigoroso controle de
temperatura, de uma alta taxa de aquecimento para a atomizacgao, para evitar a
formacao de carbetos e de tubos de grafite recobertos piroliticamente.

Outro aspecto importante na determinacao de Cr em amostras complexas € o es-
tudo sobre temperaturas de pirdlise e de atomizacdo. O Cr é um elemento refratario
que possui ponto de fusao de 1857°C e ponto de ebulicao de 2672°C (WEAST, 1985).
Dessa forma, altas temperaturas de pirdlise podem ser aplicadas no forno de grafite
para uma eficiente remocao de concomitantes sem perdas de Cr por volatilizacao.
Como consequéncia, efeitos de interferéncias de sinal de fundo, que sao produzi-
das por matrizes complexas, podem ser praticamente eliminadas com um adequado
programa de aquecimento.

Veillon et al. (1982) estudaram a variabilidade das propriedades dos tubos de
grafite e sua progressiva degradacao com o nimero de ciclos de aquecimento. A vida
util do tubo de grafite foi menor para determinagoes de Cr, principalmente quando
a determinacao envolveu matrizes complexas, pois mesmo o grafite recoberto pode
interagir com alguns elementos e formar carbetos estaveis. O tubo torna-se poroso
apds sucessivos ciclos de aquecimento, devido a influéncia dos acidos utilizados e
das altas temperaturas de atomizagao. Matousek e Powell (1986) propuseram um
procedimento para minimizar a formacao de carbetos de V e Cr através da utilizagao
de tubos revestidos piroliticamente e de uma alta taxa de aquecimento. Também
utilizaram uma mistura de Cla/Ng (1:5 v/v) para remover residuos de carbetos que
se depositaram nos tubos de grafite. O Cls foi injetado no tubo aquecido depois de
cada medida ou imediatamente apds a etapa de atomizagao.

Também h& controvérsias sobre o uso de modificadores quimicos. Hinderberger
et al. (1981) concluiram que a determinacao de Cr em materiais biolégicos pode ser
livre de interferéncias quando hidrogenofosfato de amoénio é utilizado como modifi-
cador quimico e a atomizagao ocorre a partir de uma plataforma de L’vov.
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Slavin et al. (1981, 1982) consideram o nitrato de magnésio como o melhor
modificador quimico para matrizes complexas. Rubio et al. (1993) concluiram que
0 uso de um bom corretor de sinal de fundo, no caso corretor Zeeman, dispensa o
uso de modificador quimico. Tsalev (1995) comentou que resultados de numerosos
estudos utilizando modificadores dao preferéncia aos do tipo 6xidos bésicos, como
nitrato de magnésio; aos que formam carbetos, como tungsténio e molibdénio, e
ainda a misturas de alguns modificadores. Thomaidis et al. (1996) investigaram a
eficiéncia do Mg, do Rh e da Pt como modificadores quimicos na determinagao de
Cr em soro e em agua de chuva. Nenhum modificador quimico foi necessario para a
determinagao de Cr em dgua de chuva, mas, para a amostra de soro, a Pt aumentou a
estabilidade térmica do Cr, atuando como o melhor modificador quimico. Sauerhoff
et al. (1996) determinaram Cr em urina de homens e mulheres fumantes e nao-
fumantes, utilizanado uma mistura de paladio e magnésio como modificador quimico.
Veillon e Patterson (1996) e Minoia e Caroli ((1992) utilizaram nitrato de magnésio
para a determinagao de Cr em urina. Hoenig e Kersabiec (1990) também citaram
em seu trabalho a utilizacao de magnésio e paladio na determinacao de elementos
refratérios. Infante et al. (1996) propuseram o revestimento da plataforma de L’vov
com Pd para a determinacdo de Cd. O Pd?* foi pré-reduzido em uma temperatura
de 125°C. Granadillo et al. (1994) testaram o nitrato de magnésio na determinagao
de Cr em vérios materiais biolégicos e chegaram a conclusao de que o uso desse
modificador quimico diminuiu a sensibilidade dos sinais (cerca de 60%), e aumentou
o coeficiente de variagao das medidas (3 vezes), em relagdo a quando néo se utilizou
o modificador quimico.

Essa revisdo bibliogréafica possibilita concluir que existem ainda muitas con-
trovérsias com relagao ao comportamento do Cr quando em meio complexo e ato-
mizado em um forno de grafite.

2 DMateriais e métodos

2.1 Instrumental

As determinacoes de Cr foram realizadas em um espectrofotometro de absorcao
atomica com atomizagao eletrotérmica em forno de grafite (Varian, modelo 800),
equipado com corretor Zeeman transversal para correcao de fundo, amostrador
automatico, sistema de aquisicdo de dados OS\2, lampada de catodo oco de Cr,
operando a 7 mA no comprimento de onda de 357,9 nm; a fenda usada foi de 0,2
nm. Foram empregados tubos de grafite recobertos piroliticamente, filamento de
tungsténio de 150 W (Osram) com massa de aproximadamente 0,108 g, compri-
mento de 9,6 cm e didmetro de 0,3 mm, inserido dentro do tubo de grafite pirolitico
e um fluxo de 3 L/min de Ar como gés de arraste. Utilizou-se a integracao dos sinais
para corrigir efeitos cinéticos que possam ocorrer durante o ciclo de aquecimento. Os
volumes de amostras de urina injetados no tubo de grafite foram de 15 pl. Quando
necessario, os copos do amostrador automatico foram previamente descontaminados
(BARNES, 1998). O programa de aquecimento utilizado foi previamente estudado
(QUINAIA, 1999) e est4 indicado na tabela 1.
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Etapa T(°C) Tempo(s) Fluxo de gas (L/min) Tipo de gds Leitura

1 85 5 3 Ar Nao
2 95 40 3 Ar Nao
3 120 10 3 Ar Nao
4 1600 5 3 Ar Nao
5 1600 3 Ar Nao
6 1600 2 0 Ar Nao
7 2400 1,2 0 Ar Sim
8 2400 2 0 Ar Sim
9 2500 2 3 Ar Nao

Tabela 1: Programa de aquecimento utilizado nas determinagoes de Cr.

2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico; dgua destilada-desionizada
(Milli-Q) foi usada em todos os experimentos. Solugao estoque de 1000 mg/L foi
preparada a partir de Cr metalico (Aldrich Chem. Co., USA): 1,000 g de Cr metélico
foi dissolvido em HCI 1+1 v/v sob aquecimento; a solu¢ao obtida foi diluida com
agua. Foi utilizada solugao de Mg(NOj3)s (1500 mg/L) como modificador quimico.

As amostras de urina foram coletadas diretamente em frascos plasticos e uti-
lizadas no mesmo dia da coleta. O ensaio quimiométrico foi realizado diretamente
com as amostras de urina sem nenhum tratamento prévio.

3 Procedimento

3.1 Planejamento fatorial 2*

Para este estudo quimiométrico, utilizaram-se quatro varidveis para o plane-
jamento fatorial: superficie de atomizacdo, sendo (1) parede do tubo de grafite
pirolitico e (2) plataforma de tungsténio; etapa de eliminagao de concomitantes (1)
com pirdlise e (2) sem pirdlise; uso de um corretor de fundo (1) com corretor Zee-
man e (2) sem corretor; uso de modificador quimico (1) com Mg (nitrato) e (2)
sem modificador. Os 16 ensaios efetuados seguiram uma ordem randomica e estao
apresentados na tabela 2.
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Fatores  1: Superficie de atomizagao (—) (+)
Parede do tubo Plataforma
de grafite de tungsténio
2: Corretor Zeeman Ligado Desligado
3: Etapa de pirdlise Sim Nao
4: (Mg) modificador quimico Sim Nao
Resposta  Sinal de absorcao atomica
Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4
1 _ _ _ _
2 + — — —
3 — + - -
4 + + — —
5 — — + —
6 + — + —
7 — + + —
8 + - - —
9 — — — +
10 + — - +
11 — + — +
12 + + — +
13 — — + +
14 + - - +
15 —~ + - +
16 + + + +

Tabela 2: Plano fatorial 2* para a determinacio de Cr em amostras de urina.

4 Resultados e discussao

Considerando-se que ha muitas divergéncias na literatura a respeito da deter-
minagao de Cr em urina, aplicou-se um procedimento quimiométrico (NETO., 1995)
para checar quais as condicoes de trabalho necessarias para essa determinacao.

O planejamento quimiométrico é geralmente implementado na fase inicial de um
estudo experimental para reduzir o nimero de experimentos conduzidos e confirmar
quais as variaveis principais que influenciarao no experimento. Inicialmente utilizou-
se solugao de referéncia contendo Cr em meio HNO3 1% v /v para avaliar o compor-
tamento e, posteriormente, o estudo quimiométrico foi aplicado para amostras de
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urina contendo Cr. O teor de Cr adicionado na solucao de referéncia e nas amostras
de urina foi de 4,0 ng/mL.

Os resultados obtidos em ambos os estudos foram iguais. Dos quatro efeitos
estudados, os fatores destacados como sendo significativos foram o uso da parede
do tubo de grafite pirolitico como superficie de atomizacao e o uso de uma etapa
de pirdlise no ciclo de aquecimento. As varidveis corretor e modificador nao apare-
ceram como valores significativos, demonstrando que a adogao desses parametros é

opcional.

Probabi idade

Figura 2: Grafico normal das estimativas para amostras de urina contendo Cr.

Residuos

Figura 3: Grafico dos residuos para amostras de urina contendo Cr.
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A figura 2 apresenta o grafico normal das estimativas. Os valores localizados
préximos ao eixo zero nao sao significativos, somente os valores localizados em —20
e —30 sao significativos. Esses valores representam experimentos com a introdugao
da amostra na parede do tubo de grafite pirolitico e o uso da etapa de pirdlise.

A figura 3 apresenta o gréfico de residuos com valores aleatérios, e esses valores
aleatorios sao uma indicagao de que os resultados obtidos com o método quimiométrico
estdo corretos. A aparéncia da curva apresentada na figura 4 também é outra in-
dicacao de que o método apresentou resultados satisfatérios conforme descrito por
Neto et al. (1995).

No entanto, apesar do estudo ter apresentado um valor insignificante para o
corretor de fundo, foi observado que, quando o corretor Zeeman nao foi acionado, os
valores de branco e das amostras contendo Cr sao elevados e os sinais liquidos obtidos
a partir da diferenca desses valores podem levar a resultados falsos na determinacao
de tragos. Contudo, a implementacao de uma etapa de pirdlise cuidadosamente
estabelecida possibilita uma acentuada reducio de sinal de fundo (QUINAIA, 1999),
pois é nesta etapa de pirdlise que ocorre a eliminacao dos concomitantes da amostra.
Com uma elevada temperatura de pirdlise, o sinal de fundo cai significativamente e
este fato pode explicar os resultados obtidos com o estudo quimiométrico.

Probahbilidade

T T T T T T T T
- -10 il 0 .1l

Residucs

Figura 4: Gréfico normal dos residuos para amostras de urina contendo Cr.

O modificador quimico é utilizado para aumentar a estabilidade térmica do ele-
mento de interesse em uma matriz complexa; no entanto, o estudo demonstrou
que o uso do Mg nao aumentou a estabilidade do Cr. A urina é uma matriz que
contém quantidades aprecidveis de sais em sua composicao e esses sais podem atuar
como modificadores quimicos naturais; esse efeito préprio da matriz pode explicar
o resultado obtido com o plano fatorial com relacao a insignificincia do uso de Mg
como modificador de matriz.
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A plataforma de tungsténio foi utilizada como uma varidvel no planejamento
fatorial por ser uma superficie de atomizacao que apresenta um grande atrativo com
relacdo & atomizacao do Cr, pois a mesma apresenta uma separacao temporal entre
sinal atomico e sinal de fundo, evidenciando a ocorréncia da separacao dos con-
comitantes alguns segundos antes da atomizacdo do Cr (QUINAIA, 1999). Durante
o ensaio, a plataforma sofreu um deslocamento dentro do tubo na etapa de atomi-
zacao, proporcionando um coeficiente de variacao das medidas de 6%, enquanto que,
com a utilizacao da parede do tubo de grafite, o desvio foi de apenas 1,5 %.

Com esses resultados, pode-se entender melhor o porqué de tanta contradigao
na literatura com relagdo a determinacao de Cr em amostras bioldgicas através da
espectrometria de absorcao atdémica em forno de grafite. A literatura apresenta
diferentes programas de aquecimento para a atomizagao do Cr e os programas de
aquecimento com baixas temperaturas nao conseguem eliminar completamente os
interferentes e nesses casos o corretor de fundo e o modificador quimico se fazem
necessarios.

5 Conclusoes

O estudo quimiométrico aplicado para a determinacdo de Cr em urina visou
esclarecer alguns pontos conflitantes existentes na literatura. O plano fatorial 24
aplicado indicou que o método para a determinacao de Cr em urina necessitou da
utilizacdo da parede do tubo de grafite pirolitico, como superficie de atomizacao,
de uma etapa de pirdlise para a eliminacao dos concomitantes e descartou o uso de
modificador quimico e correcao de sinal de fundo.
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