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Resumo

Actualmente tem-se verificado um grande aumento na procura e a utilizagcdo
de produtos naturais contendo extractos de algas, com fins medicinais, sendo cada
vez maior a diversidade de oferta desses produtos, vendidos em ervanaria e afins. A
bibliografia tem mostrado que as algas tém capacidade de acumulacdo de metais
pesados. As algas, sendo organismos aquaticos, estdo sujeitas a contaminacdes
dos locais (ndo identificados) de onde provém. O controlo e fiscalizacdo para estes
produtos é praticamente inexistente.

O objectivo deste projecto foi 0 desenvolvimento de metodologias analiticas
com vista a quantificacdo de metais em infusées de chas e ervas aromaticas. Foram
analisadas 9 amostras: uma de cha verde, uma de cha preto, uma infusdo de lima,
uma de camomila, uma mistura de cha com ervas e quatro misturas contendo algas.

A espectrofotometria de absorcéo atémica é o método de referéncia para a
analise de metais. Neste trabalho foi utilizado um espectrofotometro de absorgéo
atobmica com fonte de radiagdo continua e monocromador de alta resolugédo. Sendo
esta uma tecnologia inovadora foi necessario desenvolver metodologias para os
métodos de andlise. A atomizacdo em chama foi a técnica utilizada para a
quantificacdo do célcio, potassio, magnésio, manganés e sodio. A atomizacdo
electrotérmica foi usada para o cadmio, cobalto, crémio, cobre, niquel e chumbo.

Tendo em conta os limites legislados (Decreto-Lei N°306/2007 de 27 de
Agosto) obtiveram-se teores preocupantes para o niquel (iguais ou superiores ao
limite legislado) em todas as amostras analisadas e para 0 manganés em duas das
amostras (cha verde e cha preto).

Todas as amostras contendo algas apresentaram teores de Ca, Mg e Na
superiores aos das restantes. Para os restantes elementos nao foi possivel
relacionar as concentragbes com a composicdo das infusdes, em particular a

presenca de algas.
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Abstract

Nowadays there has been a large increase in the demand and use of natural
herbal products containing extracts of seaweed, with medicinal purposes, with an
increase in the offering and diversity in these products sold by herbal physicians and
alike. The literature has shown that seaweed have the ability of accumulating heavy
metals. Algae, being aquatic organisms, are subject to contaminations from
unidentified places from which they come from. The control of these types of
products is practically inexistent.

The objective of this thesis was the development of analytical methodologies
for the quantification of heavy metals in infusions of tea and herbs. We analyzed nine
samples: one of green tea, one of black tea, on lime infusion, one chamomile
infusion, one mixture of tea and herbs and four mixtures containing seaweed.

The atomic absorption spectroscopy is the reference method for the analysis
of metals. In this work it was used an atomic absorption spectrometer with a
continuum source of radiation and high resolution monochromator. Being this a
breakthrough technology, it was necessary to develop methodologies for the analysis
method. The flame atomization was used to quantify calcium, potassium,
magnesium, manganese and sodium. The elements cadmium, cobalt, chromium,
copper, nickel and lead were determined by electrothermal atomization.

Given the legislation limits (Excecutive Order n°® 306/2007 from 27 of August
of the Portuguese Legislation) there have been obtained worrying levels for nickel
(equal or above the legislation) in all of the samples analyzed and for manganese in
two of the samples (Green and Black tea).

All of the samples containing seaweed have presented higher levels of Ca,
Mg and Na then the other samples analyzed. For the remaining elements, it was not
possible to determine the relation of the concentration with the composition of the

infusions, in particular with the presence of seaweed.
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Abreviaturas

| | - Concentracdo
a,b,c - Parametros de regressao linear ou quadratica

AAS - Espectrofotometria de absor¢cdo atémica (Atomic  Absorption
Spectrophotometry)

ay, by, - Parametros da regresséo linear ponderada

CS-AAS - Espectrofotbmetro de absor¢do atomica de fonte continua (Continuous
Sorce - Atomic Absorption Spectrophotometry)

DS? - Diferenca de variancias

EGCG - (-)-epigalocatequinas 3-galato

F - Teste de F-Fisher

F.D. — Factor de Diluigéo

F-CS-AAS - Espectrofotometro de absorgdo atémica com atomizagdo por chama
com fonte coninua  (Flame-Continuous  Source- Atomic  Absorption
Spectrophotometry)

GF-CS-AAS - Espectrofotometro de absor¢cdo atémica com atomizacdo
electrotérmica com fonte continua (Graphite Furnace -Continuous Source- Atomic

Absorption Spectrophotometry)

HR-CS-AAS - Espectrofotometro de absor¢cédo atomica de alta resolucdo com fonte
continua (High Resolution Continuous Source Atomic Absorption Spectrophotometry)

LD - Limite de detecc¢éo
LDL - Lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoproteins)
LQ - Limite de quantificagéo

LS-AAS - Espectrofotémetro de absorcao atémica com fonte de linha (Linear source-
Atomic Absorption Spectrophotometry)

n - Namero de niveis de concentracédo

ppb - Partes por bili&o (pg/L)

ppm - Partes por milhdo (mg/L)

ROS — Espécies reactivas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)
RSD - Desvio padréao relativo (Relative standard deviation)

REC — Recuperacao



S. - Desvio padréo da intercepcdo com a origem da regresséo linear

Sy, - Desvio padréo do declive

SSies - Somatorio dos quadrados dos residuos (Sum of Squares of the Residuals)
Syo - Desvio padrao do método

S, - Desvio padréo da regressao

Sxo,, - Desvio padréo do método da regresséo linear ponderada

S

y,, - Desvio padrdo da regresséo linear ponderada
w

Vo - Coeficiente de variagdo do método

w - Peso ponderado

X, - Valor médio de x ponderado

X - Concentragédo de uma solugéao padrdo/amostra

X - Valor médio de concentragéo de uma solugdo padrao/amostra
y - Concentracdo de uma amostra/padréo analisado

y - Valor padréo de y calculado pela funcdo de calibragéo
¥, - Valor médio de y ponderado

yw - Valor padréo de y calculado pela funcéo de calibrag&o linear ponderada
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1 - Introducéo

A Quimica teve sempre um papel fundamental na evolucao das sociedades,
desde a melhoria da salde e aumento da esperanca de vida do Homem até a um
aumento no conforto da populagdo mundial. Os efeitos dos quimicos produzidos
pelo homem s&o ubiquos e, em muitas situacfes, com um papel positivo. Sem a
Quimica nao teriamos por exemplo medicamentos, computadores, automoveis ou
fibras sintéticas. No entanto, com o desenvolvimento industrial, cresceram o0s
problemas de poluicdo ambiental, pela producdo e emissdo de elevadas
guantidades de residuos téxicos para o meio ambiente. O aumento populacional e a
prosperidade desde a revolugdo industrial carregaram o meio ambiente com
substancias quimicas, resultando um planeta com sérias dificuldades em geri-las.

A poluicdo pode afectar os seres humanos directamente ou indirectamente,
por exemplo, por inalagdo de ar contaminado, ou através da poluicdo de agua e
solos utilizados na agricultura. A ingestédo e alimentos contaminados é a principal via
de entrada de substancias estranhas aos organismos vivos e uma fonte de
exposicao a elementos toxicos.

Os metais séo constituintes essenciais para o desenvolvimento humano, mas
tornam-se prejudiciais a salde se estiverem presentes no organismo em doses
elevadas, promovendo o aparecimento de patologias. O teor dos metais pesados
tem particular importancia atendendo as respectivas propriedades toxicas e
cumulativas no organismo, tais como cefaleias ou perturbacfes no sistema nervoso
central.

A utilizacdo de algas na alimentacdo esta bastante generalizada, mas é

necessario atender a que as algas sdo propicias a biossor¢éo de metais. [1,2]

1.1 - Aorigem do cha

Varios especialistas acreditam que o cha remonta a mais de 5000 anos e
com origem na China. [3,4]. Inicialmente o cha era uma bebida utilizada unicamente
com fins medicinais. Nos ultimos 2000 anos esta bebida ganhou uma maior
notoriedade em todo o mundo, sendo a bebida ndo alcodlica mais consumida,
apenas ultrapassada pela agua [3,5]. Estima-se que sejam bebidas 500 mil milhdes
de chavenas de ch& por ano e uma média de 100 chavenas de cha por pessoa. [4]

O seu consumo foi introduzido pelo mundo fora por comerciantes e viajantes, que



transportavam o seu habito de consumo, durante as suas viagens. Esta bebida
tornou-se de tal forma importante, que assumiu um papel crucial nalgumas culturas,
por exemplo no Japao através da ceriménia do cha ou através do inconfundivel ritual
britanico do “cha das 5”. [6]

Para além de factores histéricos e de baixo custo pode-se referir que o
consumo de chd esta associado ao seu agradavel sabor, ao efeito estimulante, mas
também pelos comprovados beneficios na saude. [7-9] Um consumo diério de cha,
conjugado com um estilo de vida saudavel e uma boa dieta alimentar, ajudam na
prevencdo de doengas. [3-6] Pode-se salientar que o cha estd associado a
diminuicdo dos processos inflamatérios, ao combate contra o cancro e doencas
cardiovasculares, bem como a eliminacdo de toxinas do organismo e refor¢co do

sistema imunitério. [7,9-11]

1.2 - Tipos de chas e ervas aromaticas

O cha é, tradicionalmente, a infusé@o resultante da planta Camellia sinesis,
gue segundo diferentes métodos de processamento e nivel de desenvolvimento das
folhas aquando da colheita, dédo origem a diferentes grupos de chas. Existem varios
tipos de chas consumidos podendo ser divididos em diferentes grupos: cha preto,
vermelho (Pu-erh), oolong (também denominado de wu long), verde e branco. O cha
preto é um tipo de cha totalmente fermentado, enquanto o cha vermelho e oolong
sdo apenas semi-fermentados. O cha verde nao é processado (as folhas sédo
apenas secas) e o branco é colhido ainda com os bot6es das folhas presentes, com
tricomas brancos. Este dltimo tipo de cha pode ser semi-fermentado ou nao ter
qualquer tipo de fermentacéo. [3]

Existe ainda outras infusdes a que se da vulgarmente o nome de cha apesar
de ndo terem origem na Camellia sinesis. Como exemplo, podemos referir as
infusbes de ervas aromaticas ou tisanas, que poderdo ter origem em varias plantas,
ervas ou flores como camomila (Matricaria recutita), rooibos (Aspalathus linearis),
ginseng ou cha-mate (proveniente de folhas secas de llex paraguariensis). [3]

Para os tipos de chas referidos existem pequenas variacbes na sua
composicao, através da adi¢cdo de extractos de Oleos, pétalas de flores, frutos ou
algas, que conferem a infusdo um aroma agradavel e permitem variacdes no seu
sabor. Ao mesmo tempo alguns destes aditivos permitem potenciar os efeitos

benéficos para a saude. Pode-se dar o exemplo do ch& Earl-Grey que é preparado a



partir de cha preto ao qual é adicionado um extracto de 6leo proveniente da casca
de laranja de bergamota (Citrus bergamia).

Actualmente o cha preto corresponde a 78 % do consumo mundial, enquanto
o verde corresponde a 20 %. [4] Enquanto no Oriente e no norte de Africa o tipo de
ch& mais bebido é o cha verde, noutros locais como a Inglaterra, Irlanda ou Canada
o tipo de ch& mais consumido é por sua vez o cha preto. O consumo de cha gelado
€ um habito originario dos Estados Unidos, onde o seu consumo chega a rondar 0s
75 % da totalidade de cha consumido neste pais. [12]

1.3 - Constituicdo quimica do cha

O ché é constituido em média por 25-35 % de polifendis, 20 % de proteinas e
aminoéacidos, 3-5 % de cafeina, 5 % de ibes inorganicos e 30 % de outras
substancias incluindo carboidratos e lipidos. [4,13-14]

Os flavondides sé@o os polifenéis maioritarios na composicdo do cha, em
especial do cha verde, sendo principalmente encontrados sob a forma de
catequinas. Os principais tipos de catequinas presentes no cha sao: (-)-epicatequina
(EC); (-)-epicatequina 3-galato (ECG); (-)-epigalocatequina (EGC) e (-)-
epigalocatequinas 3-galato (EGCG). Na Figura 1.1 apresentam-se as formulas de

estrutura de alguns tipos de catequinas.

OH CH
I\
OH c OH
4
R1 OH
gallate
OR2 H
COH
OH catechin
HO 8]
e R1
3'-
"ORz
epicatechin

Figura 1.1 - Exemplo da férmula de estrutura de alguns tipos de catequinas. [15]

As catequinas, conferem ao cha poder anti-oxidante, sao sollUveis em agua e
contribuem para o sabor amargo de alguns chas. A proporcdo de catequinas
encontradas no cha verde varia muito, dependendo da localizacdo geografica do

crescimento do cha e do processo de fabricacdo do cha. Também podem ser



encontrados outros flavondéides no cha, como por exemplo a Quercetina,
Glicosideos de Kaempferol. [16-17] As infusBes de cha verde contém uma média de
90 mg de catequinas por chavena, tornando-se uma importante fonte de flavonéides.

A cafeina (3 a 5 %) também estd presente no cha [16-17] bem como
guantidades baixas de metilxantinas, teobrominas e teofilinas.

As folhas de cha contém enzimas activas que oxidam os polifendis e
catalisam a oxidacdo aerbbia das catequinas quando a estrutura das células séo
destruidas, durante a confeccdo da infusdo. Durante a oxidagdo enzimatica séo
produzidos varios quininos, dos quais resultam, por oxidagdo, compostos como
teoflavinas que conferem o sabor caracteristico bem como a cor caracteristica de
alguns chas como o preto. Muitos destes compostos formam complexos com a
cafeina presente no ché. [17-19]

Estdo ainda presentes nos chas outras substancias como proteinas,
vitaminas e lipidos. Pode-se ainda salientar a presenca de nutrientes como Calcio,
Soédio, Potassio, Cromio, Ferro, Magnésio ou Manganés, bem como alguns

contaminantes como o Aluminio ou o Chumbo.

1.4 - Potenciais beneficios do cha na saude

O cha tem uma longa histdria como remédio popular, mas os seus beneficios
e propriedades medicinais tém vindo a ser estudados, principalmente nos ultimos 20
anos, estando essencialmente associados as propriedades antioxidantes do cha. [9]

Os polifendis, com grande peso na composi¢cdo média dos chas e elevada
capacidade antioxidante, protegem as células contra efeitos adversos de espécies
reactivas ao oxigénio (ROS, reactive oxygen species). Por exemplo, o radical
superéxido ou o radical hidroxilo causam destruicdo celular, bem como disfungéo
celular através de danos nos lipidos, proteinas e acidos nucleicos. Os efeitos dos
polifendis contribuem também como quelantes de ides metélicos. Por exemplo,
baixam a absor¢éo de ferro ingerido, balanceando o ferro no organismo, baixam os
niveis de cobre e protegem as lipoproteinas de baixa densidade da peroxidacao. [6]

Estudos realizados em animais mostraram que extractos de cha verde e os
seus polifendis provocam um efeito inibidor na formacdo e desenvolvimento de
tumores da pele, pulméo, cavidade oral, eséfago, estbmago, colon, intestino, figado,
pancreas, bexiga, glandula maméria e prostata. Além de impedir a proliferagdo
celular, promovem a apoptose, modulando a transducdo de sinalizacdo, podendo

também inibir a angiogénese e a metastizacao. [6-7, 20-22]



O facto de catequinas serem rapida e extensivamente metabolizadas no
organismo, aumenta a necessidade de comprovar a sua actividade antioxidante in
vivo. Nos seres humanos, observou-se um pequeno aumento transitério da
capacidade antioxidante do plasma apds o consumo de ch& e catequinas do cha
verde [9]. Os seus efeitos parecem muito promissores em modelos animais, no
entanto os dados sobre biomarcadores de stress oxidativo in vivo em humanos séo
ainda escassos. [21]

Um dos mecanismos propostos na proteccdo de doengas cardiovasculares
esta relacionado com a inibigcdo da oxidagéo das proteinas de baixa densidade (LDL,
Low Density Lipoproteins) envolvidas no desenvolvimento de arteriosclerose. O
consumo de cha esta assim relacionado com a diminuicdo da concentracao total de
colesterol e consecutivamente com a diminuicdo da propor¢do das LDL. Varios
estudos mostraram que o consumo de extractos de cha contendo EGCG reduz um
dos marcadores de lipoproteinas oxidadas, sugerindo assim que as EGCG sédo
oxidantes poderosos que diminuem o risco de doencgas coronarias. Estudos
mostraram que pessoas que ingerem mais de 10 chavenas de cha por dia tinham
niveis menores de colesterol, e um aumento de LDL. [6] Um outro estudo efectuado
durante cerca de doze semanas em individuos com altos valores de colesterol,
mostrou que o consumo de cha preto reduz o risco de acidentes vasculares até 16
% do nivel de colesterol corroborando outros estudos efectuados. [11, 15]

Vérias preparagfes de cha sdo usadas pela medicina Chinesa como forma
de tratamento e prevencado de diabetes. Dufresne CJ et al. [6] administrou extractos
de cha a ratinhos tendo verificado que os animais estavam protegidos dos danos
pancreaticos causadores de diabetes que tinham sido induzidos experimentalmente.
Desta forma e apesar de apenas experimentais, tais resultados levam a crer que
estes chas podem ser usados como parte da nutricdo de pacientes com diabetes.

Para além destes exemplos, deve-se ainda salientar os beneficios
demonstrados pelos chas na prevencéo de obesidade, aumento da longevidade de
vida, tratamento de osteoporose, artrites e inflamac6es bem como beneficios

neuroldgicos. [6]

1.5 - Algas e sua utilizagcdo em infusdes

As algas marinhas macroscopicas ou macroalgas constituem um alimento
rico em proteinas, minerais, vitaminas entre outros nutrientes especificos como

acidos gordos polinsaturados. Estas fornecem aos seres humanos muitos dos



elementos e oligo-elementos necesséarios a sua dieta. Devido a estes factores,
considera-se que as algas sao benéficas a salde humana, sendo muito usadas em
paises orientais, como a Coreia, China ou o Japédo, e com crescente utilizacdo no
resto do mundo. [1] Hoje em dia as algas sdo usadas como constituintes de varios
alimentos como por exemplo chas, compotas, massas e bolachas, devido a
capacidade de obtencéo de agar-agar (poderoso espessante e gelificante natural),
substituindo assim aditivos quimicos. [24] Podem ainda ser usadas em produtos
farmacéuticos. [2]

No entanto, as algas possuem uma grande afinidade a metais por
bioacumulacdo. Por um lado, ocorre uma reaccdo de superficie na qual os metais
sdo adsorvidos através de atracgdes electroestaticas. Este mecanismo €
independente de factores que influenciam o metabolismo das algas como
temperatura, pH e luz, mas é influenciado pela relativa abundancia de elementos no
ambiente de crescimento das algas. [23,25] Num segundo mecanismo, a
acumulagéo activa € mais lenta, e os ides metalicos sdo transportados através da
parede da membrana para o citoplasma. Este mecanismo estad mais dependente de
processos metabdlicos e sugere ser mais relevante para elementos como o Cu, Mn,
Se e Ni. Neste processo mudangas de temperatura, pH, luz e idade da planta
interferem com a acumulag&o dos metais. [26]

Os tipos de algas mais comuns sdo as macroalgas castanhas, vermelhas ou
verdes sendo as primeiras as mais usadas a nivel alimentar. [2] Por norma as algas
verdes, devido as diferencas presentes na parede celular, ttm menor capacidade de
acumulacdo de metais comparativamente com as algas castanhas. Estas ultimas
sdo, aparentemente, incapazes de regular a acumulacdo de metais devido a uma
grande quantidade de compostos na sua parede celular, como &cidos alginicos e
proteinas. [26]

As algas tém a capacidade de acumulacdo de 10* da quantidade de metais
presente na agua, [2] estando a sua concentracdo fortemente relacionada com
parametros ambientais, como a salinidade, concentracdo de nutrientes e oxigénio.
[26] Tem sido referido que as concentracBes de metais nas algas sdo geralmente
mais baixas no Verao.

Esta grande afinidade a metais e a auséncia de conhecimento da origem das
algas, imp6e o controlo de metais em alimentos contendo algas.
Surpreendentemente ndo ha muita legislagdo na Unido Europeia sobre esta matéria.
A Frangca € um dos paises com legislacdo para o uso de algas em alimentacao,
sendo autorizados varios tipos de macro e microalgas que se apresentam na Tabela
1.1.[27]
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Tabela 1.1 - Algas autorizadas em Franca para consumo humano. [27]

Tipo de Alga Nome
Ascophyllum nodosum
Fucus vesiculosus

Algas castanhas Fucus serratus
Himanthalia elongata
Undaria pinnatifida
Porphyra umbilicalis
Palmaria palmata
Cracilaria verrucosa
Chondrus crispus
Ulva spp.
Enteromorpha
Spirulina
Odontella aurita

Algas vermelhas

Algas verdes

Microalgas

Das algas legisladas em Franca sédo estabelecidos limites nos teores de
alguns metais. De referir, 3 mg/kg para o Arsénio inorganico, 5 mg/kg para o
Chumbo, 0,5 mg/kg para o Cadmio, 0,1 mg/kg para o Mercurio e 5,0 mg /kg para o
lodo. Todos estes valores referem-se a matéria seca resultante do processamento

das algas. [27]

1.6 - Os minerais e a saude

Os seres vivos, necessitam de minerais em quantidades definidas, para a
realizacdo de fungfes vitais no organismo. De acordo com a com a quantidade
necessaria, podemos dividi-los em macro, micro ou nutrientes vestigiarios. Os
metais Ca, Mg, Na, K e os ndo metais P, S e Cl sdo macronutrientes uma vez que
sdo necessarios numa quantidade da ordem dos 100 miligramas por dia. Os
micronutrientes, sdo necessarios ao organismo em quantidades mais baixas da
ordem de alguns miligramas por dia sendo exemplo, o Fe, 0 Zn, e 0 Se. Os
nutrientes vestigiarios (As, B, Cd, Co, Cr, Cu, F, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Si, Sn e V) sao
assim denominados pois sé sao necessarios em quantidades vestigiarias. [28-29] As
funcdes destes nutrientes sdo vastas, mas em alguns casos o limite entre a
quantidade necesséaria ao organismo e a sua toxicidade sdo muito ténues. [30] Nas
Tabela 1.2 e Tabela 1.3 sédo apresentadas as principais funcdes biolégicas, sintomas
de deficiéncia/patologia e toxicidade de alguns nutrientes minerais. Os elementos

referidos nas tabelas sdo alguns dos elementos analisados nos chas.



Tabela 1.2 - Principais caracteristicas relacionadas com a ingestado de
macronutrientes analisados. [30,33-43]

Funcdes Bioldgicas Deficiéncia Toxicidade
- Componente de ossos e dentes
Calci - Essencial nas funcdes - Osteoporose - Afecta a absorc¢éo de
alcio
neuroldgicas e contracgao - Raquitismo zinco, magnésio e ferro
cardiaca.
- Co-factor em mais de 300
reacgdes metabdlicas - Alteragbes
. - Fungbes antioxidantes indirectas. | musculares - Braquicardia
Magnésio . ] ) .
- Controlo na producéo de - Anorexia - Vasodilatacéo
moléculas pro-oxidantes e - Nauseas e vomitos
antioxidantes
o ) - Nauseas e vomitos
- Electrdlito intracelular mais o o
- Disturbio das - Diarreia
e abundante .
Potassio o . o membranas celulares - AlteragBes
- Limita a producéo de radicais .
. - Fraqueza muscular. respiratorias
superoxidos . .
- Faléncia cardiaca
- Um dos ides mais importantes do | - Desregula batimentos
meio extracelular cardiacos
_ ) o - Edemas
Sadio - Mantém equilibrio aquoso e - Problemas com ) . )
o ] . - Hipertenséo arterial
acido/base do organismo contraccdes
musculares

A ingestdo excessiva, ou recorrente, de alimentos contendo esses elementos
aumentam a quantidade de metais no organismo, que levam ao aparecimento de
varios problemas de saude, desde cancerigenos, mutagénicos e em alguns casos
extremos, morte por contaminagdo. [31] Consequentemente o “Committee for Food
Additives and Contaminants” recomenda que alimentos potenciados por metais

devem ser monitorizados. [32]




Tabela 1.3 - Principais caracteristicas associadas a ingestédo de alguns
micronutrientes e nutrientes vestigiarios analisados. [30,34,44-48]

Funcao Biolégica

Deficiéncia/Patologia

Toxicidade

- Controlo da Glucose

- Intolerancia a glucose

- Disfuncéo renal

Cromio - Potenciador de accéo da - Diabetes - Cancro Pulmunar
insulina - Doenga Cardiaca - Dermatite
o - Complicag6es - Interferéncia com a
Cobalto - Componente da vitamina B-12 o B
neuroldgicas absorcéo de ferro
- Funcéo antioxidante )
. ) - Pancreatite e desordens
. - Regulador de agucares no - Anomalias o )
Manganés » neurolégicas (Parkinson e
sangue esqueléticas ) )
) Esquizofrenia)
- Construtor da estrutura 6ssea
- Anemia
- Sintese de hemoglobina - Aneurisma - Doencga de Wilson
- Cofactor de varias enzimas - Necrose hepética - Cancro
Cobre

- Sintese de colagénio
- Producéo de proteinas

- Coma
- Colapso Vascular
- Doencga de Menkes

- Doenga cardiovascular

- Osteoporose

1.7 - Legislagao

N&o existe legislagdo especifica para o controlo de metais em chas e muito

menos em bebidas contendo algas. Assim, neste projecto foi usada a legislacdo

existente para aguas de consumo, o Decreto-Lei 306/2007 de 27 de Agosto.

elementos analisados.

Na Tabela 1.4 encontram-se 0s valores paramétricos referentes aos varios

Tabela 1.4 - Valores paramétricos de alguns elementos constantes no Decreto-Lei
306/2007 de 27 de Agosto, referente a agua destinada ao consumo humano. [49]

Constituinte Valor paramétrico
Célcio 100 ppm
Macronutrientes Saodio 200 ppm
Magnésio 50 ppm
Manganés 50 ppb
Croémio 50 ppb
: . Cobalto 50 ppb
enuetes | chumbo | 75 o
Niquel 20 ppb
Céadmio 5 ppb
Cobre 2 ppm

*Até 10 de Dezembro de 2013 e 10 ppb apds esta data.




O potassio ndo € mencionado na legislacdo, dai ndo constar da tabela
Tabela 1.4.

1.8 - Analise de metais por Espectrofotometria de absorcgéo
atomica

A espectrofotometria de absorcdo atdmica € a técnica mais usada na
determinagdo de metais nas mais diversas amostras. Esta técnica é baseada no
principio em que os atomos livres gerados num atomizador, sdo capazes de
absorver radiacdo electromagnética de frequéncia especifica, sendo a intensidade
de radiacéo absorvida directamente relacionada com a quantidade do elemento em
estudo, através da lei de Bouger-Lambert-Beer. [50]

A radiacdo especifica € vulgarmente obtida por lampadas de catodo oco
revestido com o elemento a determinar, que emitem a radiagdo descontinua (LS-
AAS, Linear source- Atomic Absorption Spectrometer), o que implica que apenas
linhas do proprio elemento sdo emitidas pela fonte. A utilizagdo de fontes de
emissdo continuas tem sido um grande desafio desde as primeiras experiéncias
realizadas no século XIX com base na absor¢éo atémica da radiacdo. Mas a ideia foi
posta de lado quando Alan Walsh que estas fontes exigiam monocromadores com
uma resolucéo (cerca de 2 pm) muito superiores aos existentes na altura. [51] Na
década de 1990 as dificuldades associadas a utilizacdo de fonte continua, foram
ultrapassadas, tendo sido comercializado em 2004 o primeiro modelo de um
espectrofotbmetro de absorcdo atomica (CS-AAS) com uma fonte de emisséo
continua de xénon. [50] O esquema de um equipamento de CS-AAS pode ser

observada na Figura 1.2
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Figura 1.2 — Esquema de espectrofotometro de absorcdo atémica de fonte continua.
[52]

Este equipamento possui uma lampada de arco curto de xénon de elevada
pressdo, cerca de 15 bar quando fria. E operada a uma poténcia de 300 W e é
constituida por dois eléctrodos de tungsténio com uma distancia de 1 mm entre eles.
Com esta configuragdo é possivel ter uma intensidade de emissdo 1 a 3 vezes
superior as lampadas de catodo oco. Esta lampada opera com um hot-spot cuja
emissdo compreende uma faixa continua entre 190 e 850 nm Apesar dos arcos
serem instaveis, o equipamento possui um sistema controlado automético que move
os espelhos, garantindo que o feixe de radiacdo esteja constantemente alinhado
com o centro do atomizador e consequentemente com a fenda de entrada do
monocromador. [50]

A radiacao incidente, apos passar pela amostra atomizada, é dirigida para o
monocromador duplo de alta resolucdo (DEMON, Double-echelle monochromator),
incidindo primeiro num prisma com um arranjo Littrow e numa rede de difraccédo
echelle. O prisma desempenha um papel pré-dispersor, escolhendo a sec¢do do
espectro de interesse, enquanto 0 monocromador echelle fornece a alta resolucdo
inferior a 2 pm por pixel (unidade fotossensivel do detector) num intervalo espectral
de 0,4 nm. O equipamento possui também um sistema de verificacdo e ajuste activo
de comprimentos de onda, através de uma lampada de Néon. [50]

Por fim, a radiacdo emitida é transmitida, atingindo o detector. Este €&
constituido por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD). Em pixel
terd um amplificador préprio. O equipamento opera com 512 pixeis independentes
entre si, em que 200 sdo efectivamente usados para a deteccdo analitica. Desta
forma € obtida uma série de informacdes ndo disponiveis em instrumentos

convencionais. Torna-se assim possivel avaliar o sinal medido em trés dimensdes,
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ou seja, ha trés maneiras diferentes de visualizar a informacao obtida pelo HR-CS-
AAS: (i) o habitual sinal transiente (absorvancia vs. tempo), (i) o sinal de
absorvancia integrada vs. comprimento de onda, que permite visualizar qualquer
absorcdo de radiacdo que tenha ocorrido no intervalo espectral em analise e (iii) a
imagem tridimensional, que mostra a absorvancia como funcdo do tempo e do
comprimento de onda. [50] Todos estes modos de visualizacdo sao ilustrados na
Figura 1.3, que representa o resultado da analise de uma amostra contendo cobre.

100
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Figura 1.3 - Andlise de cobre numa amostra por atomizacdo electrotérmica no
espectrofotébmetro de absorcao atomica de fonte continua (GF-CS-AAS):
(a) espectro tridimensional da absorvancia em funcédo do comprimento de onda

(expresso em pixel) e do tempo.
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(b) espectro da absorvancia entre 324,5600 — 324,9461 nm.
(c) aborvancias integradas aos pixéis 101+3 em funcdo do tempo de andlise

(nimero de espectro).

O espectro 3D permite observar eventuais interferéncias da matriz da
amostra a analisar, tal como se pode evidenciar na Figura 1.4, que revela a

interferéncia de uma banda molecular.

100
Spectr.no.

200 0

Figura 1.4 — Banda molecular no espectro tridimensional obtido na andlise de Pb

numa amostra de cha.

Uma das caracteristicas mais importantes do software é a capacidade de
corrigir automaticamente eventos continuos, ou seja, eventos que afectam de
maneira semelhante todos os pixéis do detector. Por outro lado a auséncia de
componentes Opticos adicionais faz com que a condutancia Optica seja
consideravelmente superior a obtida por LS-AAS. Obviamente o sistema descrito
anteriormente apenas pode corrigir o tipo de absor¢do que ndo muda
sistematicamente no intervalo espectral observado, de modo que a absorcédo de
radiacdo proveniente de outros atomos ou moléculas que possuam estrutura
rotacional fina sobreposta ao espectro de excitacdo electrénica permanece visivel.
De qualquer forma a alta resolugdo do monocromador permite identificar o
aparecimento destas estruturas especificas e elimina-las com um procedimento
adequado de correccao. [50]

As principais diferengas instrumentais entre um LS-AAS e um CS-AAS, bem
como algumas das caracteristicas ja mencionadas anteriormente, podem ser

resumidas na Tabela 1.5.
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Tabela 1.5 - Diferencas instrumentais entre LS-AAS e CS-AAS. [50-51, 53-54]

Caracteristica

LS-AAS

CS-AAS

- Descontinua- sé emite a radiagao
dos comprimentos de onda do
elemento a analisar

- Continua- Lampada de xénon de arco
curto de alta intensidade que emite a
radiacdo de todos os comprimentos de

Fonte de - Sd0 necessarias tantas lampadas | onda (190 a 850 nm)
radiacdo gquantos os elementos a analisar - LAmpada Unica para todos os elementos
- Requer estabilizagéo prévia de a analisar
cada fonte de radiacéo de cerca de | - Nao requer estabilizagdo prévia da fonte
15 a 20 minutos para a analise de radiacdo
- Rede de difraccao Echellet . =
Monocromador (Resolucdo de 1800 linhas/mm) ;):?Sergeel de difrac¢é@o Echelle acoplado com
- Fenda variavel: 0,2;0,5;0,8e 1,2 . 3
am - Fenda/ Intervalo espectral: 2x10™ nm
- Dispositivo de carga acoplado (CCD)
No que se refere ao fotomultiplicador:
- Elevada eficiéncia quéantica desde o UV
longinquo até ao IV préximo
- Maior razéo sinal/ruido
Detector - Fotomultiplicador - Acentuada reducéo na capacidade de

saturagao

Estas caracteristicas permitem:

- Melhor sensibilidade

- Menores limites de detec¢cdo huma gama
de trabalho mais alta

Correccgéo de
fundo

- LAmpada de deutério (curto tempo
de vida)
- Efeito Zeeman

- Correcgao simultanea de ruido de fundo
sem perda de tempo real de andlise e
sensibilidade:

Recorre a algoritmos inovadores de
correcgao que compensam qualquer
variagéo do sinal incluindo da fonte de
radiacdo

Aplicacéo

- Analisa um certo nimero de
elementos sob a forma atémica,
desde que a lampada seja
comercializada

- Analisa qualquer elemento sob a forma
atomica incluindo elementos para os quais
néo existe lampada de catodo oco

- Analisa compostos ndo metalicos como
enxofre ou fosforo

Pode-se assim referir que a alta resolugdo e o uso de uma Unica fonte de

radiacdo fazem do HR-CS-AAS uma excelente ferramenta para desenvolvimento de

métodos analiticos e facilita as analises de rotina.

1.9 - Validacdo do método de anédlise

Todos o0s métodos de andlise instrumental quantitativa requerem a
determinacdo de uma curva de calibracdo, em que se estuda uma relacdo entre o
sinal medido em solu¢des padrdo e as suas concentracfes. Para um analista a
melhor curva de calibracdo € aquela que permite determinar o valor mais proximo,
entre o valor determinado e o valor tedrico, dentro de uma gama de concentracdes
pré-definidas, sendo por isso calculada por métodos estatisticos de regresséo.
Idealmente uma curva de calibracdo deve ser uma relacdo linear, para

minimizacdo de erros nos pontos experimentais. Verifica-se frequentemente que
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nem todos o0s pontos experimentais apresentam os mesmos desvios, em particular
no caso dos pontos de concentracdo mais baixa ou mais alta. Nestes casos um
método de regressdo linear ponderada com os valores dos respectivos desvios
padrdo pode dar um ajuste mais adequado. Por norma, o coeficiente de correlacao
(R) ou o coeficiente de determinacéo (R?), séo os critério mais usuais de avaliacdo
da concordancia entre os valores experimentais e a equacdo obtida, em que,
dependendo da técnica analitica, um valor de 0,995 ou 0,99 pode ser considerado
aceitavel, para a técnica em questéao.

Para uma correcta selec¢do do método de regresséo que traduza a curva de
calibracdo do método analitico deve ser aplicado um teste de linearidade (baseado
em diferenca de variancias) e devem ser avaliados os residuos do método, isto é, a
diferenca entre o valor experimental e o valor tedrico dado pela equacao da recta. A
equacao que melhor representa 0s pontos experimentais serd a que apresentar
residuos mais proximos de zero. Para avaliar este parametro calcula-se o somatério
do quadrado dos residuos (SSes). [55-58]

O método de regressao linear dos minimos quadrados € forma mais habitual
para a determinacdo das curvas de calibracdo. Contudo, quando os critérios de
avaliacdo da linearidade ndo ddo uma resposta aceitavel, terd que se aplicar um

método de regressao nao linear, sendo o mais usual o da regressao quadratica.

1.10 - Objectivo do estudo

O objectivo deste estudo consistiu no desenvolvimento de métodos analiticos
para avaliar o teor de metais essenciais (macro, micro e nutrientes vestigiarios) e de
metais pesados em infusdes de chas e ervas arométicas, contendo ou nao algas. A
espectrofotometria de absorcdo atomica é a técnica analitica de referéncia para a
andlise de metais. Neste trabalho foi utilizado um espectrofotbmetro com uma
tecnologia inovadora que utiliza uma fonte continua para as analises dos diversos
elementos, tendo sido utilizada a atomizacédo por chama (Ca, K, Mg, Mn, Na) ou
electrototermica (Cu, Co, Cd, Cr, Ni, Pb), de acordo com os niveis de metais
encontrados nos chas.

Este trabalho deu origem a trés comunicacdes sobre a forma de posters:

1 — Seguro, |, Pinto, JC, Mansilha, C, Delerue-Matos, C, Oliva-Teles, MT,
Gameiro, P, 2009. Analysis of Metals in Natural Waters By High-Resolution
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Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry. Euroanalysis. Innsbruck,
Austria, 6 a 10 Setembro, Poster PO77-b1.

2 - Pinto, JC, Sousa, SR, Delerue-Matos, C, Oliva-Teles, MT, 2010.
Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica de alta resolugdo com fonte continua em
andlise vestigiaria de metais em chas. | Encontro em Técnicas de Caracterizacéo e

Andlise Quimica. Universidade do Minho. Departamento de Quimica. 7 de Maio.

3 - Pinto, JC, Sousa, SR, Delerue-Matos, C, Oliva-Teles, MT, 2010. Analise
de chumbo e cobre em chas por espectrofotometria de absor¢cdo atomica de alta
resolucao com fonte continua por atomizacao electrotérmica. VI Congresso Ibérico
de Espectroscopia. Universidade do Porto. Faculdade de Farmacia. 8 a 10 de

Dezembro.
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2 - Parte Experimental

2.1 - Material e Equipamento

Para a preparacdo de todas as amostras foi utilizada agua ultrapura
proveniente de um sistema Simplicity 185 da marca Millipore. A resistividade da
agua ultrapura utilizada foi de 18,2 MQ.cm.

A digestdo das amostras foi efectuada num microondas MarsX 1500W da
CEM Corporation (Figura 2.1), utilizando-se vasos de teflon XP 500 de 100 ml,
também da CEM corporation, com fecho hermético (0,04 Psi).

Figura 2.1 - Microondas MarsX da CEM Corporation.

A quantificacdo das solugdes foi realizada num espectrofotometro de
absorcdo atomica ContrAA 700 da Analytik Jena, apresentado na Figura 2.2,
equipado com amostradores automaticos da Analytik Jena, o AS 52S para a
atomizacdo por chama (F-CS-AAS) e o MPE 60, para atomizacdo electrétermica
(GF-CS-AAS). Foram utilizados tubos de grafite piroliticos com plataforma (Ic Rohr
Pin-Platform) da Analytik Jena.
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Figura 2.2 — Espectrofotometro de absorgao atomica ContrAA700 da Analytik Jena.

Todo o material utilizado durante este trabalho experimental foi lavado e
colocado num banho de acido nitrico (comercial) e agua desionizada, numa
propor¢cdo 1:1. O material era deixado durante cerca de 24 horas neste banho,
sendo posteriormente enxaguado com agua ultra-pura e seco em estufa a 50 °C.
Desta maneira evitava-se qualquer contaminagéo que pudesse interferir nos ensaios

realizados, devido a adsor¢édo de metais as paredes do material.

2.2 - Reagentes

Foi usado acido HNO; 65% (Suprapur) da marca Merck para acidificacédo das
solucdes. Na preparacdo de solugbes padrdo de absorgdo atdbmica usaram-se
solucdes stock de 1000 ppm da Panreac-AA para o Ca, Mn, Mg, Cd, Co, Cr, Cu, Ni
e Pb, da Merck para o Na e para o K da Alfa Aeser-AA.

Dependendo do elemento em estudo foram adicionados modificadores de
matriz e ionizadores de chama. Para a atomizacdo por chama usou-se o CsCl p.a.
da marca Riedel-de Haén e o La(NOj);.6H,O p.a. da marca Panreac-AA ; em
atomizacéao electrotérmica usou-se o NH4H,PO,, o Pd(NO3), da Merck eo Mg(NO3),
da Panreac-AA. Na atomizacédo por chama utilizou-se uma mistura de Ar/Acetileno
como gases de combustdo para a queima. Foi ainda utilizado o Argon como géas de
purga para eliminacdo de interferéncias ambientais na atomizacdo electrotérmica,
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alimentado a uma pressdo aproximada de 6,0 bar. Os gases utilizados foram

fornecidos pela Linde Sogas.

2.3 - Preparacéao de solugfes padrao

Todas as solucdes preparadas (concentracdo intermédia ou final) foram
acidificadas com HNO; a 0,5 ou 1 %. Foram preparadas solucBes-mae dos
modificadores e dos ionizadores com concentracao de 40 % (m/v).

Para a determinagéo por F-CS-AAS dos metais em estudo (Ca, Mn, Mg, Na
e K) foram preparadas solu¢des padrdo aquosas, por diluicdo adequada com agua-
ultrapura, a partir dos padrées 1000 ppm ou a partir de um padrdo de concentracao
intermédia (10 ppm). A todas as solu¢fes padrdo foi adicionado o modificador, de
acordo com especificacbes do equipamento. Na Tabela 2.1 apresentam-se as
gamas de trabalho (concentragdes) de cada elemento estudado, e as concentracdes
de HNO; e de modificador para as analises por F-CS-AAS. [59]

Tabela 2.1 - Preparacao de soluc¢des padrao para andlises por F-CS-AAS.

Intervalo de Modificadores (%)
BT Concentracdes (ppm) ANOEE, CsCl La(NO3)3
Ca 0,10-5,0 1 - 1
Na 0,04-1,6 1 0,1 -
Mn 0,10-15 1 0,1 -
Mg 0,04-1,0 1 0,1 -
K 0,08-2,0 1 0,1 -

Nas analises por GF-CS-AAS era preparada diariamente apenas a solugéo
padrdo de concentragdo superior da gama de trabalho, a partir de uma solugéo de
concentracao intermédia (1 ppm), acidificada a 0,5 %. Esta era obtida por diluicdo e
acidificagcdo da solucdo mée de 1000 ppm. As restantes solu¢cdes padrdo eram
preparadas no pipetador do amostrador automatico. Utilizavam-se volumes variaveis
de solugéo padréo e de solugéo de diluicdo (solucéo acidificada a 0,5 %) de modo a
completar um volume final de 20 uL. Por fim adicionaram-se 5 yL do modificador. Na
Tabela 2.2 apresentam-se a gama de trabalho de cada elemento analisado por GF-
CS-AAS (Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb) e as concentracdes de HNO; e de modificador em

cada solucéo padréo.
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Tabela 2.2 - Preparacao de solucdes padrao para GF-CS-AAS.

Intervalo de

Modificador (%)
Elemento | Concentracbes | HNO3 (%)
(ppb) Pd(NOs), Mg(NO3), | NH4H,PO,
Cd 0,5-5,0 0,5 - - 1
Co 0,5-10,0 0,5 - 0,05 -
Cr 1,0-20,0 0,5 - 0,1 -
Cu 2,0-20,0 0,5 0,1 0,05 -
Ni 3,0-30,0 0,5 - 0,05 -
Pb 7,5-30,0 0,5 - - 1

preparadas a partir de saquetas, adquiridas em superficies comerciais na zona do

Porto, durante o ano de 2009. A composi¢ao indicada no rétulo de cada amostra em

2.4 - Preparacdo das amostras

As amostras estudadas eram infusfes de chas e de ervas aromaticas

estudo é apresentada na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 - Caracterizacdo das amostras.

Amostra

Composicao

1

- Camomila

2

- Folhas de cha verde (95 %)
- Aroma de Canela

- Folhas cha verde (70 %)
- Ervas de limao (20 %)
- Algas (10 %)

- Cha Preto (100 %)

g~

- Lima

- Ché (53,8 %)

- Rooibos Sul Africano (35,8 %)
- Hibiscos

- Baunilla

- Especiarias

- Folhas de Sene (25 %)

- Raiz de Gilbarbeira (25 %)

- Algas Marinhas (25 %)

- Folha de Ginkgo Biloba (25 %)

- Dextrose

- Extracto de Cha verde (3 %)
- Fibra de Chicoria

- Extracto de Malvas

- Extracto de Algas (0,2 %)

- Sene (30 %)

- Planta de Chicoéria (15 %)
- Planta Cavalinha (15 %)

- Planta Alfaca (10 %)

- Algas Marinhas (10 %)

- Casca de Amieiro (10 %)
- Flor de Sabugueiro (10 %)




Para a analise das amostras em estudo extrairam-se os elementos por
imersdo da saqueta amostra em cerca de 200 mL de agua ultrapura aquecida até a
ebulicdo (gobelé) durante 5,0 minutos. Posteriormente deixava-se arrefecer a
solucdo a temperatura ambiente. No final a solu¢do era transferida para um baldo
volumétrico de 200 mL e acidificada a 1 % de HNOs. As solu¢cbes amostras eram
congeladas de forma a evitar contaminacdes ou alteracfes na sua composicao
durante o seu armazenamento até serem analisadas.

Para as amostras 2, 4, 8 e 9 foram preparadas 3 réplicas de cada um destes
chas, ou seja, 3 saquetas preparadas independentemente de cada uma destas
amostras, sendo efectuada a digestdo de 10 mL de amostra e posterior andlise. As
restantes amostras foram analisadas sem réplicas e sem digesté&o.

Para a digestdo acida em forno de microondas, pipetou-se 10,00 mL de
infusdo e adicionou-se 5 mL de HNO; 65%. Os vasos de digestdo eram entdo
devidamente fechados e colocados no microondas seguindo o programa de
temperaturas previamente utilizado [60] e apresentado na Tabela 2.4. Depois de
arrefecida a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL,

perfazendo-se o volume com agua ultra-pura.

Tabela 2.4 - Programa de digestdo optimizado para as amostras. [60]

Tempo | Temperatura POFe.”C'a Pressdo Maxima Admitida
(min) (°C) M%’/‘\'/r)“a (Psi)
Estagio 1 0-5 35-50 300 150
5-15 50 300 150
Estagio 2 15-25 50-100 420 200
25-35 100 420 200
Estagio 3 35-45 100 - 150 540 200
45 - 60 150 540 200

2.5 - Procedimento experimental

Em todas as analises por CS-AAS fez-se a optimizacdo dos parametros
instrumentais do elemento em estudo, seguido do tracado da curva de calibracéo e
andlise das amostras.

Os parametros optimizados para as andlises com atomizacdo por chama
(proporgéo de gases e altura de queimador) e a linha principal do elemento usado

em cada método de andlise podem ser observados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 - Pardmetros instrumentais utilizados na analise por F-CS-AAS cada

elemento.
. Altura do
Elemento Linha espectral | Caudal C,H,-Ar Queimador
(nm) (L/h) (mm)
Ca 422,6728 50 8
Na 588,9993 40 5
Mn 279,4817 50 6
Mg 285,2125 50 8
K 766,4908 45 6

Para a quantificacdo de todos os elementos por GF-CS-AAS foi efectuada
uma secagem prévia com 3 passos: (i) 80 °C (6 °C/s; 20 s); (ii) 90 °C (3 °C/s; 20 s) e
(iii) 110 °C. As temperaturas de Pir6lise e de Atomizacéo para cada elemento foram
previamente optimizadas. Na Tabela 2.6 apresentam-se as referidas temperaturas e

a linha espectral para cada elemento.

Tabela 2.6 - Parametros de optimizag¢@o do programa de temperaturas, tempos e
modificadores usados para cada elemento GF-CS-AAS.

Linha Espectral Pirdlise Atomizacao
Elemento T
(nm) ooy | VECIs) | 1) | TCC) |vCs) | t(s)
Cd 228,8018 900 300 5 | 1400 | 1500 3
Co 240,7524 1300 | 300 5 | 2300 | 1500 5
Cr 359,3488 1200 | 300 5 | 2200 | 1500 4
Cu 324,7540 1200 | 300 5 | 1900 | 1500 4
Ni 232,0030 1100 | 300 5 | 2250 | 1500 4
Pb 283,3060 800 300 5 | 1500 | 1500 4

A absorvancia registada correspondeu ao somatério da integracdo da
intensidade dos sinais obtidos durante os 3 s de quantificacdo dos 3 pixéis (o pixel
principal 101 correspondente ao comprimento de onda da linha principal e os pixéis
100+1).

O tubo de grafite era limpo antes de cada ensaio segundo um programa de
aquecimento especifico, com temperatura maxima de aquecimento de 2000 a 2500

°C, dependendo do elemento em analise.
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2.6 - Validacao do método

2.6.1 - Regressao Linear

Por regresséo linear foram determinados os parametros da recta y=a+bx [55]
bem como o coeficiente de determinacdo desta mesma recta. Foram também
avaliados os erros da regresséo pelo calculo dos desvios padréo da regresséo (S,),
do declive (Sy), da ordenada na origem (S;) e do erro do método (Syo). [56-57] Estes
podem ser calculados segundo as seguintes equacdes (1-3):

_ /Z(Yi—f’i)z
Sy - n-2 (21)

Sp = (2.2)

_ f rxf
Sa—Sy m (2.3)

O S, estima os erros aleatorios no eixo dos yy’, calculando-se a partir do seu
valor o desvio padréo tanto para a intercepgdo da recta com o eixo dos yy’ (a) € o
seu declive (b). Com os valores de S, e S, foi possivel determinar os limites de
confianga tanto para a origem como o declive da recta segundo um teste de F-Fisher
(Teste-F) [56]. Estes valores foram calculados segundo um grau de confianca de
95% com n-2 graus de confiancga.

Calculou-se também o S, que representa o erro associado a determinagéo
das concentragfes segundo o0 ajuste linear efectuado, através da seguinte

expressao:
Syo = =~ (2.4)

Com o valor de S, foi possivel calcular a percentagem do coeficiente de

variagdo do método (Vyo):

Ve = Sjc—"* 100 (2.5)

23



Foi ainda realizado o teste de linearidade, de forma a avaliar se resultados
encontrados seguiam um comportamento linear ou néo linear, como suporte ao

método gréfico. Desta maneira era calculado o DS?[56]:

Em que o S, refere-se ao S, calculado segundo ajuste por regressao linear e 0 S,
refere-se ao S, calculado por regresséo quadratica. Determinou-se entéo o valor de
teste PG (equacédo 6) que posteriormente era comparado com o valor tabelado para
um teste-F (teste de F-Fischer) para avaliar se a diferenca de variancias obtida era,
ou ndo significativa:. quando o valor de PG [56] fosse inferior ao valor F equacéo era

linear.

PG = — 2.7)

Avaliou-se também 0 SSs, isto €, o somatério do quadrado das diferencas
entre os valores de absorvancia encontrados experimentalmente e os valores de
absorvancia calculados segundo a recta de calibracdo. Quanto mais proximo de
zero fosse 0 somatorio do quadrado destas diferencas mais adequado era o ajuste
encontrado.

Os limites de detecg¢édo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base

no valor de S, através das seguintes expressoes [55]:

LD = 3*bsy (2.8)
LQ = 1"% (2.9)

2.6.2 - Regresséo Linear Ponderado

Em todas as curvas de calibracéo tracadas foi também estudado o ajuste por
regressao linear ponderada. [58] Enquanto no método de regressdo linear é
consideram que os erros referentes ao eixo dos yy’ sédo iguais para todos os pontos,
neste método (linear ponderado) é considerado que 0s erros sao proporcionais a

concentracdo do analito. Como tal é considerado que o erro relativamente ao eixo
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dos yy  serd tanto maior quanto maior for o valor de x correspondente. Desta
maneira o0s calculos sédo efectuados dando a um maior relevo aos pontos em que o
erro é menor.

Neste tratamento calculou-se o peso ponderado de cada ponto experimental.

Assim, para cada valor de concentracao (x):

Wi = —% (2.10)

em que s; corresponde ao desvio padrao de cada y; medido. Desta maneira calcula-

se o declive ponderado (b,,), bem como a intercep¢cdo com a origem ponderada (ay):

b — 2 WiXi¥i—NXwYw
w =

¥ wix?

(2.11)

ay = Vw — bXy (2.12)

O valor do coeficiente de correlacéo foi calculado de forma idéntica ao da
regressao linear, mas usando os valores de x e y ponderados.

Tal como no ajuste linear foram também calculados os valores de Sy e S,o:

1
_ (wilyi—¥i)? /2
S = (05) (2.1
Syw (1 , 1 (Yo—Fw)? /2
Sx0,, = - (W_o t-+ S —— Wixg_m_(?) (2.14)

Com a equacgdo 2.14 foi possivel calcular o coeficiente de variagdo do

método expresso em percentagem:
0 = 222 %100 (2.15)

Foi também realizado o teste de linearidade com os valores ponderados

usando as expressdes do ajuste linear ponderado.
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Os LD e LQ foram também calculados com base nos valores de S, e b,.

LD = 22w (2.16)
LQ = M (2.17)

by

2.6.3 - Regressao Quadratica

O ajuste quadratico (ax’+bx+c) dos pontos experimentais obtidos para o
tracado da curva de calibragdo foi também estudado. Os parametro a, b e c foram
determinados por um processo iterativo utilizando o programa Solver do Microsoft
Excel [61] e baseado no célculo do valor minimo do SS,s com base nos valores

experimentais. O coeficiente de correlagdo por sua vez, foi calculado segundo: [57]

2 _ Z(y—?)z
R*=1 Yy2-Cy)?

n

(2.18)

Foram também calculados os LD e LQ tendo por base o valor dos

parametros de ajuste b e ¢, bem como o S, [57]:

s —<7:)2
Sy = /—Z(’;‘_:‘) (2.19)

Vo = ST" £ 100 (2.21)
LD = ::;-‘;_{ (2.22)
-2
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3 - Resultados e Discussao

A quantificacdo foi realizada pelo método da curva de calibracdo. As
equacdes da calibracdo foram seleccionadas ap6s o estudo do ajuste por regressao
linear (y=a+bx), linear ponderada (y=a,+b,x) e a quadratica (y=ax’+bx+c). Na
escolha da melhor curva consideraram-se os valores dos coeficientes de correlagcéo
(R), dos residuos (SSys) € o teste de linearidade, com um grau de significancia de
95 %. [55-57]

Para a caracterizacdo do método foram também calculados os limites de

deteccéo (LD) e de quantificagéo (LQ).

3.1 - Anélises dos metais por atomiza¢cdo em chama

Os elementos Ca, Mn e Mg, Na e K foram determinados por F-CS-AAS, com

base numa curva de calibragéo.

3.1.1 - Célcio

A curva de calibracdo do Ca é apresentada na Figura 3.1. Os valores do
desvio padréo relativo (RSD) das absorvancias integradas foram inferiores a 2,5 %,
excepto para o padrao mais diluido que apresentavam um valor de absorvancia
baixo (RSD=58 %).

Os parametros associados aos calculos das regressfes sdo apresentados na
Tabela 3.1. Podemos observar que o ajuste linear ponderado nao foi adequado para
este conjunto de dados, uma vez que o coeficiente de determinacdo obtido
apresentava um valor inferior a 0,9 (R°=0,8836).

Os parédmetros de avaliagdo para as outras duas regressdes foram
semelhantes, com um R? e SS.s da mesma ordem de grandeza. Contudo, a
regresséo linear apresentou um R? e um SS, ligeiramente melhores (R* de 0,997 >
0,994; SS,es 1,99E-04 < 3,25E-04). O teste de linearidade deu positivo, uma vez que
o valor de PG (-1,32) foi inferior ao obtido pelo teste-F (16,3) para um grau de
significancia de 95 %.

Conjugando todos estes factores podemos dizer que o melhor ajuste para
este elemento foi o da regresséo linear, de equacao Absorvancia = 0,0077 + 5,40E-

BN

02 C em que C corresponde a concentracdo. Os limites de deteccdo e de
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guantificacdo determinados apresentaram um valor de 0,32 ppm e 1,0 ppm,

respectivamente.
0,30 @) 0,010 . (b)
[ J
0,25 0,005 m
s 0,20 S o
g % 0,000 v, 2 ;10 é
(g 0,15 % _01005 -
S 0,10 o
2 -0,010
< 0,05
-0,015
0,00 ; ; . ’
005 2 4 ICal (ppm)
[Cal (ppm) @ Regressdo Linear ®mRegressdo Quadratica

Figura 3.1 — (a) Curva de calibragdo para o Ca e (b) gréfico dos residuos.

Tabela 3.1 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo para

tracado da curva calibragéo do Ca.

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
2l 0,0076 0,0041 - 3,17E-03
b 5,40E-02 5,82E-02 7,43E-02
c - - 0,0018
R’ 0,9976 0,8836 0,9941
S, 5,8E-03 4,2E-03 7,4E-03
Sy 1,1E-01 7,12E-02 1,2E-01
Vo (%) 4.4 3,0 55
SSres 1,9E-04 1,0E-03 3,2E-04
DS? - 7,2E-05 - 1,7E-04 -
PG -1,32 -3,09 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppm) 0,32 0,21 0,27
LQ (ppm) 1,07 0,71 0,92

3.1.2 - Potassio

A curva de calibragdo do K é apresentada na Figura 3.2. O desvio padrdo
relativo maximo das absorvancias integradas foi de 3,75 %. A partir dos dados
experimentais foram calculados os parametros para as diferentes regressfes e sao
apresentados na Tabela 3.2. O melhor valor do coeficiente de determinagao, foi
obtido para o ajuste quadratico (0,9999). O valor mais baixo do SS,s também foi

obtido para a regressao quadratica, com um valor de 2,9E-05. De salientar que
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também o teste de linearidade indicou um ajuste nao linear, uma vez que os valores
de PG, tanto para a regressao linear como para a linear ponderada, foram

superiores ao valor do teste-F (com 95 % de significancia).

1,20 - (a) 0,050 (b)
100 0,040 o
0,030
< 080 8 0,020
o =) °
S 0,60 T 0,010
(g 4 0,000 —i L |
2 040 © " 2 3
_2 -0,010
0,20 -0,020 °
-0,030
0,00 IK| (ppm)
-0,20
K| (ppm) ® Regressao Linear mRegressio Quadratica

Figura 3.2 - (a) Curva de calibracéo para o K e (b) gréfico dos residuos.

Tabela 3.2 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo para

tracado da curva calibragéo do K.

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0200 0,0017 -6,22E-02
b 0,495 0,509 0,616
c - - 0,0013
R? 0,9967 0,9778 0,9999
Sy 2,35E-02 2,28E-02 2,73E-03
S0 4,7E-02 4,5E-02 5,1E-03
Vo (%) 7,2 6,7 0,7
SSies 2,7E-03 1,2E-02 2,9E-05
DS? 3,3E-03 3,1E-03 -
PG 440 410 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppm) 0,14 0,13 0,013
LQ (ppm) 0,47 0,45 0,044

Este tratamento foi realizado com uma gama de absorvancias alargado,
consequentemente, avaliou-se a linearidade para o conjunto de dados experimentais
mais apertado (Abs ca. 0 - 0,2). Os paréametros calculados podem ser observados
na Tabela 3.3. Embora o teste de linearidade tenha sido positivo, considerou-se que
a regressdo quadratica se ajustava melhor aos pontos experimentais, atendendo

aos valores de R?, V,o e de SS,, tal como considerado por outros autores. [62]
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Tabela 3.3 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

tracado da curva calibracdo do potassio para uma gama de absorvancia até 0,2.

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,03200 0,03000 -2,17E-01
b 0,588 0,397 0,666
c - - -0,0005
R? 0,9980 0,9960 0,9998
Sy 4,00E-03 3,22E-02 1,29E-03
Syo 6,8E-03 8,1E-02 2,2E-03
Vo (%) 35 28 1,2
SSies 4,8E-05 3,9E-03 5,0E-06
DS? 3,9E-05 4,1E-03 -
PG 24 2500 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppm) 0,020 0,24 0,0058
LQ (ppm) 0,068 0,81 0,019

Para a calibragdo do K foi utilizada a equacdo Absorvancia = - 6,22E-02 C?+
6,16E-01 C + 0,00135, em que C é a concentracdo expressa em ppm. O valor do

limite de deteccéo foi de 0,013 ppm e o do limite de quantificacdo foi de 0,044 ppm.

3.1.3 - Magnésio

A curva de calibracdo do Mg é apresentada na Figura 3.3. Obteve-se um
desvio padrédo relativo maximo de 3,74 % para as absorvancias medidas, excepto
para o padrdo de menor concentracdo que apresentou um valor de 6,18 %.

Os parametros para as diferentes regressdes sdo apresentados na Tabela
3.2 Para este elemento o melhor coeficiente de determinacéo foi encontrado para o
ajuste quadratico, com um valor de 0,9993. O valor de SS,es foi também melhor para
0 ajuste quadratico, uma vez que era 0 que apresentava o valor mais baixo (4,9E-
04). O teste de linearidade indicou um ajuste néo linear para a regressao linear (o
valor de PG era superior ao do teste-F) e PG inferior a F para a regressao linear
ponderada. No entanto, para este ultimo tratamento os valores de R? e SS,s indicam
0 pior ajuste. A regressao quadrética foi o método de céalculo seleccionado tendo em

conta que os valores de R? e SS.
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Figura 3.3 - (a) Curva de calibracao para o Mg e (b) grafico dos residuos.

Tabela 3.4 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo para

tracado da curva calibragdo do Mg.

Regresséo
Linear Linear Ponderado | Quadratica
a 0,0280 0,00570 -2,70E-01
b 0,938 1,14 1,18
c - - 0,0069
R? 0,9931 0,9613 0,9993
S 2,85E-02 1,37E-02 9,91E-03
Syo 3,0E-02 1,21E-02 1,0E-02
Vo 8,2 3,2 2,7
SSies 4,9E-03 5,0E-02 4,9E-04
DS? 4,4E-03 6,43E-04 -
PG 44,8 6,55 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppm) 0,091 0,060 0,025
LQ (ppm) 0,300 0,120 0,084

Para o Mg também foi realizado um estudo para uma gama de absorvancias
inferiores (a 0,3), de modo a ser possivel observar se o ajuste quadratico se
mantinha. Com 0s novos parametros calculados (Tabela 3.5) verificou-se que a
regressdo quadratica e a regressao linear tinham valores de R? e SS, idénticos. O
teste da linearidade indica que o ajuste quadratico ndo é significativo relativamente
ao linear (PG < F).

Na quantificacdo do Mg nas amostras foi utilizada a regressdo quadrética
porque os ajustes eram idénticos, mas os valores de V,, e 0s LD e LQ eram

menores e com esta regressao evitava-se a diluicdo das amostras.
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Tabela 3.5 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

tracado da curva calibracdo do Mg para uma gama de absorvancia inferior.

Ajuste a uma Regresséo
Linear Linear Ponderado | Quadratica
a 0,011 0,0022 -1,86E-01
b 1,09 1,40 1,15
Cc - - 0,0084
R? 0,9912 0,9548 0,9928
Sy 1,4E-02 1,4E-02 1,5E-02
Syo 1,3E-02 1,0E-02 1,4E-02
V0 (%) 9,9 8,0 10,9
SSies 5,7E-04 8,2E-03 4,7E-04
DS? -6,0E-04 -5,7E-04 -
PG -25,6 -24,3 -
F 98,5 98,5 -
LD (ppm) 0,038 0,030 0,040
LQ (ppm) 0,13 0,10 0,13

Para o tracado da curva de calibracdo usou-se a equacdo Absorvancia = -
2,70E-01C? + 1,18 C + 0,0069, em que C é a concentracdo expressa em ppm. O
limite de detecc¢éo obtido foi de 0,025 ppm e o limite de quantificacdo apresentava o
valor de 0,084 ppm.

3.1.4 - Manganés

A curva de calibracdo do Mn é apresentada na Figura 3.4. O desvio padrao
relativo maximo das absorvancias integradas foi de 3,3 %, excepto nas medi¢des do
padrdo de concentragdo mais baixa em que foi obtido um RSD de 6,2 %.

Na Tabela 3.6 apresentam-se 0s parametros calculados pelas diferentes
regressdes para 0s pontos experimentais. Observou-se que os valores obtidos dos
coeficientes de determinagdo das trés regressdes estudadas foram idénticos
(0,998), contudo o resultado de SS,.s foi bastante desfavoravel para o ajuste linear
ponderado. A regressao quadratica foi o ajuste considerado adequado porque
apresenta um valor de R*mais elevado e uma ligeira diminuic&o do valor de SSes.

Para o tracado da curva de calibracdo usou-se a equacdo Absorvancia = -
2,96E-03 C?+ 1,43E-01 C + 0,0012, em que C é a concentragdo expressa em ppm.
Os limites encontrados, foram de LD 0,078 ppm e LQ 0,26 ppm.
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Figura 3.4 - (a) Curva de calibracao para o Mn e (b) grafico dos residuos.

Tabela 3.6 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para
tracado da curva calibragéo do Mn.

Ajuste a uma Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0028 0,0001 -2,96E-03
b 0,137 0,156 0,143
(3 - - 0,0012
R? 0,9983 0,9989 0,9985
Sy 3,8E-03 1,6E-03 3,7E-03
Syo 2,6E-02 1,0E-02 2,7E-02
Vo (%) 3,9 1,5 4,0
SSies 6,4E-05 1,2E-03 5,5E-05
DS? 7,1E-06 -5,4E-05 -
PG 0,510 -3,89 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppm) 0,078 0,031 0,078
LQ (ppm) 0,26 0,10 0,26
3.1.5 - Sdodio

A curva de calibracdo do Na é apresentada na Figura 3.5. Os valores dos
desvios padrao relativos das absorvancias foram baixos, tendo um valor maximo de
2,70 %, apresentando uma concentragdo mais baixa um valore de RSD de 8 %.

Na Tabela 3.7 apresentam-se 0s parametros calculados pelas diferentes
regressoes para 0s pontos experimentais. A regressao linear ponderada néo foi um
ajuste aplicavel considerando o valor de coeficiente de determinacdo (0,0381) e o
valor dos residuos (aproximadamente 1).

linear e quadradtica foram semelhantes

Os ajustes por regressao

considerando os coeficientes de determinacdo (0,998 para a regressao linear e
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0,997 para a quadratica). Foi considerada a regressao linear para o tracado da curva
de calibracdo (valor do SS,.s mais baixo e teste de linearidade positivo).

A curva de calibracdo obtida para o Na foi Absorvancia = -0,0060 + 0,821C,
em gue C é a concentracdo expressa em ppm. O valor do limite de detec¢do e de

guantificacéo foi igual a 0,073 ppm e 0,24 ppm, respectivamente.
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Figura 3.5 - (a) Curva de calibracdo para o Na e (b) grafico dos residuos.

Tabela 3.7 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

tracado da curva calibracdo do Na.

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a -0,0060 0,021 -2,60E-01
b 0,821 0,106 1,14
c - - -0,0270
R? 0,9980 0,0381 0,9974
Sy 1,9E-02 2,3E-01 2,5E-02
Syo 2,4E-02 2,2 3,0E-02
Vyo 6,0 537 5,2
SSies 2,4E-03 1,1 5,1E-03
DS? -8,14E-04 0,315 -
PG 1,3 49,3 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppm) 0,073 6,4 0,068
LQ (ppm) 0,24 21,6 0,23
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3.1.6 - Resumo dos métodos de analise

Pode-se assim apresentar um pequeno resumo dos valores e ajustes
encontrados para cada um dos elementos analisados por F-CS-AAS na Tabela 3.8.

Para as andlises do Ca e do Na foi obtido um melhor ajuste dos dados
experimentais com a regressao linear, enquanto que para 0s restantes elementos
(K, Mg e Mn) a regressdo quadratica foi a utilizada. Os valores de coeficientes de
determinagdo encontrados foram sempre superiores a 0,997, sendo 0 mais baixo o
R? encontrado para o Ca. No que se refere a intercepgéo na origem podemos dizer
gue os valores encontrados foram sempre inferiores ao padrdo mais baixo, com a
excepgdo do Mg que teve um valor de branco da mesma ordem de grandeza do
padrao inferior. Este facto pode ser observado pelo parametro “a” do ajuste que
corresponde ao valor da intercepgdo com a origem para o0 ajuste linear, e o

parametro “c” para o quadratico.

Tabela 3.8 - Resumo dos métodos de analise utilizados por F-CS-AAS.

Elemento Ca K Mg Mn Na
intervalo de 0,100-500 |0,0800-2,00 | 0,0400-0,900 | 0,100-1,50 | 0,0200- 1,30
Concentragtes (ppm)
ntervalo de 0,015-0,282 | 0,051-0,989 | 0,075-0,837 | 0,0187-0,214 | 0,004 - 1,054
Absorvancias
Tipo de Ajuste Linear Quadratico Quadratico Quadratico Linear
a 0,0077 -6,22E-2 -2,70E-1 -2,96E-3 -0,0060
b 5,40E-2 6,16E-1 1.18 1,43E-1 8,21E-1
c - 0,0014 0,070 0,0012 -
R’ 0,9976 0,9999 0,9993 0,9985 0,9980
LD (ppm) 0,32 0,013 0,025 0,078 0,073
LQ (ppm) 1,07 0,044 0,084 0,26 0,24

3.2 - Atomizacéo electrotérmica

Para os diferentes elementos analisados por atomizacédo electrotérmica (Cd,
Co, Cu, Cr, Ni e Pb) foram realizadas varias curvas de calibracdo, para posterior
guantificacdo desses elementos nhas amostras. Ao longo do texto serdo
exemplificados os resultados s6 com uma curva de calibracdo para cada elemento
(Tabela 3.14 a Tabela 3.13), sendo os resultados das restantes curvas apresentadas

nos Anexos A.1 a A.4.
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3.2.1 - Cobalto

Uma curva de calibracdo tipica do Co € apresentada na Figura 3.6,
indicando-se na Tabela 3.9 os parametros calculados para as diferentes regressoes.
As absorvancias integradas médias apresentaram valores de RSD de 3 a 7 %.

Nas diferentes curvas verificou-se que os valores dos coeficientes de
determinacdo obtidos para a regressao quadratica foram sempre superiores aos do
ajuste linear. A regressao linear ponderada foi excluida por apresentar coeficientes
de determinacdo ndo aceitaveis. Os valores dos somatdrios dos quadrados dos
residuos evidenciaram melhor ajuste para a regressdo quadratica. Apesar do teste
de linearidade ter recomendado um tratamento linear para as varias curvas
realizadas, foi considerado que o coeficiente de determinacdo e, em especial, o
somatorio do quadrado dos residuos tem maior expressao. Como tal, o método da
regressdo quadratica foi o utilizado nas diversas curvas de calibracdo. Para o
exemplo apresentado foi obtida a equacéo: Absorvancia = -2,55E-04C? + 1,82E-02
C + 0,0027. O limite de deteccao calculado para este caso foi de 0,20 ppb e 0,67
ppb para o limite de quantificacdo, sendo este valor ligeiramente maior do que o

menor padrao utilizado na calibragéo.
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Figura 3.6 - (a) Curva de calibracdo para o Co e (b) grafico dos residuos.
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tracado da curva calibragéo do Co.

Tabela 3.9 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0053 0,0014 -2,55E-04
b 1,58E-02 1,69E-02 1,82E-02
C - - 0,0027
R? 0,9967 0,3726 0,9986
SY 3,8E-03 2,1E-03 2,8E-03
Syo 2,4E-01 1,2E-01 1,7E-01
Vo (%) 4,8 2,4 3,4
SSres 7,3E-05 1,8E-04 3,1E-05
DS? 4,21E-05 -8,61E-06 -
PG 5,50 1,12 -
F 21,2 21,2 -
LD (ppb) 0,73 0,37 0,20
LQ (ppb) 2,42 1,24 0,61

Os resultados referentes as restantes curvas de calibragdo sdo apresentados
no Anexo A.l. Para todas as curvas efectuadas (6) a gama de concentracdo usada,
bem como o ndmero de padrBes utilizados, foi sempre idéntico. A gama de
absorvancias variou entre 0,009 + 0,002 e 0,11 + 0,03 e valores de RSD de 1,8 + 0,9
a 5,8 + 0,4, sendo o ajuste predominante o quadratico. Foram obtidos valores de S,
de 0,18 + 0,06. Os valores médios dos parametros das equacgbes de calibracédo
foram: a = -1,72E-04 + 8,9E-05; b = 0,0125 + 0,003; ¢ = 0,0023 + 0,0007; R* =
0,9987 + 0,0007; LD = 0,18 £ 0,01 ppb e LQ 0,61 £ 0,2 ppb.

3.2.2 -Crémio

No estudo do Cr foram tracadas 6 curvas de calibracdo, baseadas nos
resultados obtidos com 6 solucbes padrdo, com concentracdes compreendidas entre
1,00 e 20,0 ppb (Anexo A.2). Os desvios padrao relativo, RSD, das trés medigbes de
cada solucéo foram baixos (valor maximo 2,6%).

Na Figura 3.7 e na Tabela 3.10 apresentam-se, como exemplo, os resultados
obtidos para uma das curvas de calibracdo. Para a maioria das curvas analisadas o
valor do coeficiente de determinacdo obtido para a regressao linear ponderada foi
inferior a 0,9 e com uma variabilidade muito grande, sendo por isso considerado que

este tratamento ndo era adequado.
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Figura 3.7 - (a) Curva de calibracao para o Cr e (b) gréfico dos residuos.

para tracado da curva calibracdo do Cr.

Tabela 3.10 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0230 0,0230 -1,76E-04
b 2,30E-02 2,31E-02 2,64E-02
(o - - 0,0150
R? 0,9971 0,9742 0,9990
S 1,0E-02 8,6E-03 6,4E-03
Syo 0,43 0,37 0,29
V0 (%) 4,6 3,9 29
SSies 5,0E-04 5,0E-04 1,8E-04
DS? 3,34E-04 2,03E-04 -
PG 8,02 4,88 -
F 21,2 21,2 -
LD (ppb) 1,30 1,12 0,073
LQ (ppb) 4,34 3,73 0.24

Verificou-se que a regressao quadratica foi o método que apresentou o
melhor coeficiente de determinacdo e valores de SS,.s mais favoraveis. Tal como
para o Co, apesar de o teste de linearidade indicar uma relacéo linear dos dados
experimentais nas varias curvas tracadas, optou-se por utlizar a regressao
quadratica, tendo em conta os parametros R? e SS,. Os limites de deteccéo e o de
guantificacdo tiveram, respectivamente, valores de 0,073 ppb e 0,24 ppb. Esta
Gltima concentracdo era inferior a do menor padréo utilizado na calibragéo.

Os resultados referentes as restantes curvas de calibragdo séo apresentados
no Anexo A.2. Para a totalidade das curvas realizadas (6) a gama de concentracao
usada, bem como o nimero de padrdes utilizados, foi sempre idéntico. Os valores
de absorvancias integradas variaram entre 0,039 + 0,014 e 0,32 +0,17, com valores

de RSD a variarem entre 1,3 + 0,8 e 4,0 £ 1,1. Os valores médios dos parametros
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das equacdes de calibracdo foram: a = -1,3E-04 + 1,1E-04; b = 0,018 + 0,009; c
0,011 + 0,008; R? = 0,9986 + 0,0014; S,o = 0,34 +0,2; LD = 0,08 + 0,03 ppb e LQ
0,25 £ 0,09 ppb.

3.2.3 - Cobre

Na Figura 3.8 e na Tabela 3.11 apresentam-se, respectivamente, os valores
experimentais de uma curva de calibracdo do Cu e os parametros calculados para
as trés regressoes. Os desvios padréo relativos das absorvancias integradas tiveram
um valor maximo de 4,1 %, com a excepg¢ao do padrdo mais diluido (2 ppb) que teve
um RSD de 13 %.
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Figura 3.8 - (a) Curva de calibracdo para o Cu e (b) grafico dos residuos.

Tabela 3.11 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo
para tracado da curva calibracdo do Cu.

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0036 0,0045 6,78E-05
b 1,06E-02 1,04E-02 9,22E-03
c - - 0,0067
R? 0,9979 0,9924 0,9991
Sy 4,2E-03 4,4E-03 3,2E-03
Sy 0,40 0,42 0,30
Vyo (%) 3,8 4,0 2,9
SSres 7,1E-05 7,9E-05 3,0E-05
DS? 4,09E-05 4,66E-05 -
PG 4,01 4,57 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 1,2 1,3 0,076
LQ (ppb) 4,0 4,2 0,025




Os valores de coeficiente de determinagcdo foram idénticos para o ajuste
linear e linear ponderado, tendo sido obtido um valor mais elevado para a regressao
quadrética. Os SS,.s foram semelhantes para os trés métodos de regressdo. Apesar
do teste de linearidade ter dado positivo (PG < F), a regressdo quadrética foi
considerada a mais adequada para o tracado da curva de calibracdo, tendo com
base os resultados dos residuos (Figura 3.8 (b)), dos de SS, e dos R

Os resultados referentes as restantes curvas de calibracdo sao apresentados
no Anexo A.3. Para as 3 curvas de calibracao tracadas, foi usado o mesmo nimero
de padrdes, bem como a mesma gama de concentracdes. Para este elemento foram
obtidos valores de absorvancia que variaram entre 0,023 + 0,016 e 0,12 + 0,094 e
valores de RSD entre 1,2 + 0,21 % e 4,5 + 0,51.

Os valores médios dos parametros obtidos para as varias curvas de
calibragéo foram: a = 3,93E-05 + 4,60E-05; b = 4,08E-03 + 4,48E-03; ¢ = 0,0040 *
0,0024; R? = 0,9969 * 0,0025; S, = 0,397 + 0,20; LD = 0,043 + 0,03 ppb e LQ = 0,33
+ 0,27 ppb.

3.2.4 - Niquel

Na Figura 3.9 e na Tabela 3.12 apresentam-se, respectivamente, os valores
experimentais de uma curva de calibragdo do Ni e os parametros calculados para as
duas regressdes. Os valores de RSD para as absorvancias medidas foram baixos,
tendo sido obtido um valor maximo de 2,6 % tendo o padrao de menor concentragao
(3 ppb) um valor de RSD de 8,5%.

Os valores de R? obtidos foram muito bons para ajuste com regressio
guadratica, bons para a linear, e ligeiramente inferior para a linear ponderada.

O método da regressao quadratica foi considerado o mais adequado para o
tracado da curva de calibragéo. Este apresentou valores de SS,s significativamente
mais baixos do que os da regressao linear e a linear ponderada, embora os valores
de R? e de Vy,, tenham sido semelhantes, apesar de o teste de linearidade tenha
dado positivo (PG < F). Os limites de deteccdo e quantificacdo, para o ajuste

guadratico, tiveram valores de 0,020 ppb e 0,067 ppb.
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Figura 3.9 - (a) Curva de calibracdo para o Ni e (b) gréfico dos residuos.

Tabela 3.12 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo

para tragado da curva calibracdo do Ni.

Regresséo
Linear Linear Ponderado | Quadratica
a 0,0094 0,011 -1,78E-05
b 8,15E-03 8,17E-03 8,68E-03
c - - 0,0073
R® 0,9995 0,9987 0,9999
S, 2,2E-03 1,8E-03 1,3E-03
Syo 0,27 0,22 0,16
Vo (%) 1,8 1,5 1,1
SSres 2,4E-05 5,0E-05 6,8E-06
DS’ 1,69E-05 9,83E-06 -
PG 10 5,82 -
F 21,2 21,2 -
LD (ppb) 0,80 0,67 0,020
LQ (ppb) 2,67 2,23 0,067

Os resultados referentes a outra curva realizada sdo apresentados no Anexo

A.4. Nesta curva de calibracédo foi usado o0 mesmo numero de padrdes e a mesma
gama de concentragdes. Os valores de absorvancia variaram entre 0,031 + 0,004 e
0,24 +0,012e osde RSD entre 1,1 +0,84 % e 7,6 £ 1,2 %.

Os valores médios dos parametros obtidos para as duas curvas de
calibracéo foram: a = -2,6E-05 + 1,2E-05; b = 0,0070 + 0,0024; ¢ = 0,015 + 0,011; R?
=0,9986 + 0,002; S,, = 0,49 = 0,46; LD = 0,019 £ 0,0021 ppb e LQ = 0,063 £ 0,0069

ppb.
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3.2.5-Chumbo

Utilizaram-se 5 solugdes padrédo para o tracado da curva de calibragdo, com
concentracbes compreendidas entre os 7,50 ppb e os 30,0 ppb. A absorvancia
integrada maxima foi de 0,257. Os valores de RSD obtidos para as absorvancias
medidas foram de 1 a 16% aproximadamente. Na Figura 3.10 e na Tabela 3.13
apresentam-se 0s valores experimentais e parametros das curvas de regressao para
calibracdo do chumbo.

No que se refere aos ajustes, para este elemento os melhores valores foram
obtidos para o ajuste linear ponderado, com um valor de coeficiente de correlacéo
de 0,9999 e um valor de SS,¢s de 2,7E-04. Apesar do valor de SS,. ser inferior no
ajuste quadratico escolheu-se o linear ponderado, uma vez que o R? foi mais
favoravel ao ajuste linear ponderado. Como o teste de linearidade deu positivo (PG
< F) para o ajuste linear ponderado este foi o ajuste escolhido. Desta maneira foi
obtida a seguinte equacéo da curva: Absorvancia = 0,0153 + 8,31E-03 C,,, sendo C,,
o valor da concentracdo ponderada.

Para o ajuste linear ponderado os valores de limite de deteccdo e de
guantificacdo foram de 1,45 ppb e 4,85 ppb, respectivamente.

N&o sédo apresentados os resultados de outras curvas de calibracdo pois
nas varias tentativas realizadas os valores das absorvancias medidas eram
absurdos e apresentavam desvios elevados. De referir que este elemento esta
sujeito a grandes contaminacdes ambientais, sendo de relevar o tabaco e produtos

de higiene pessoal. [63]
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Figura 3.10 - (a) Curva de calibracédo para o Pb e (b) gréaficos dos residuos.
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Tabela 3.13 - Pardmetros experimentais para avaliacdo do método de regressao
para tragado da curva calibracdo do Pb.

Regresséao
Linear Linear Ponderado | Quadratica
a 0,0160 0,0150 -5,50E-05
b 8,04E-03 8,31E-03 9,72E-03
C - - 0,0091
R? 0,9949 0,9999 0,9990
Sy 6,9E-03 4,0E-03 3,5E-03
Syo 0,86 0,48 0,44
Vyo (%) 5,0 2,8 2,6
SSres 1,9E-04 2,7E-04 3,6E-05
DS? 1,55E-04 2,88E-05 -
PG 12,8 2,40 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 2,58 1,45 0,039
LQ (ppb) 4,15 4,85 0,13
3.2.6 - Cadmio

A curva de calibracdo do Cd é apresentada na Figura 3.11. Os parametros
calculados nos trés métodos de regressdo estudados estdo indicados na Tabela
3.14. Os valores de RSD para as absorvancias medidas variaram entre 0,52 % e 3,4

%, embora tenham sido obtidos valores de 18 % para os dois padr6es mais diluidos.
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Figura 3.11 - (a) Curva de calibracéo para o Cd e (b) grafico dos residuos.
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Tabela 3.14 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao
para tragado da curva calibracdo do Cd.

Ajuste para uma Regressao
Linear Linear Ponderada Quadratica
a -0,0005 -0,7200 2,76E-03
b 1,07E-01 2,52E-01 9,32E-02
c - - 0,0080
R? 0,9981 0,0005 0,9992
Sy 8,8E-03 0,45 6,3E-03
S0 8,3E-02 1,8 6,0E-02
Vo (%) 3,9 85 2,9
SSHs 0,0005 2,1 0,00020
DS’ 2,71E-04 1,22 -
PG 6,82 3,1E+04 -
F 16,3 16,3 -
LD (ppb) 0,25 5,36 0,15
LQ (ppb) 0,83 17,9 0,51

O estudo estatistico por regressao linear ponderada foi rejeitado, uma vez
que o valor de R? deu extremamente baixo e os residuo (SS;) obtidos eram muito
elevados.

A regressdo quadratica apresentou valores ligeiramente melhores de R? da
soma dos residuos e de V,, do que os da regressao linear. Assim, e embora o teste
de linearidade tenha indicado uma relacdo linear para o ajuste dos valores

experimentais, 0 método da regressdo quadratica foi o escolhido, pelas razbes

apresentadas anteriormente.
Os valores de limite de deteccéo e quantificacdo obtidos foram de 0,15 ppb e

0,51 ppb, respectivamente.

Os resultados do tratamento estatistico para o intervalo de absorvancias
mais apertado (Abs ca. 0 - 0,25) sédo apresentados na Tabela 3.15. Para este
intervalo a regressao linear ja apresentava um ajuste idéntico ao da quadratica.
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Tabela 3.15 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao

para tracado da curva calibracdo do Cd para uma gama de absorvancia inferior.

Regresséo
Linear Linear Ponderada Quadratica
a 0,0074 0,0045 -1,36E-03
b 9,75E-02 0,100 0,101
c - - 0,0060
R? 0,9977 0,9965 0,9979
Sy 4,4E-03 3,8E-02 4,9E-03
Syo 4,5E-02 3,8E-02 5,0E-02
Vyo (%) 3,8 3,2 4,2
SSies 7,9E-05 1,2E-04 7,3E-05
DS’ -4,40E-05 63,1 -
PG 1,80 25,9 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,14 11,4 0,13
LQ (ppb) 0,45 37,9 0,44

Tal como para o Pb este elemento esta sujeito a grandes contaminacfes
ambientais, sendo de relevar o tabaco, produtos de higiene pessoal, entre outros e

ndo se conseguiram curvas de calibragdo com valores aceitaveis [64].

3.3 - Quantificacdo dos metais nos extractos de chas e infusdes

A andlise dos metais em estudo nas amostras foram feitas com as rectas
realizadas no préprio dia de andlise e por norma em triplicado de forma a ter uma
maior seguranca nos resultados obtidos. Para o método F-CS-AAS foi realizada
apenas uma recta por elemento e foram analisados apenas 4 dos chas, todos eles
com digestdo acida. Para o método de atomizagéo electrotérmica (GF-CS-AAS), ao
gual foi dedicado mais tempo de estudo, foi analisada a totalidade das amostras. Foi
também realizada uma comparacé@o entre as concentracdes de algumas amostras
digeridas e nao digeridas para observar a influéncia deste facto na obtengéo de
resultados. E de salientar que o peso média das folhas de cha utilizadas nas
amostras foi de 1,274 + 0,291 g por saqueta.
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3.3.1 - Atomizacéao por chama

As concentracdes e respectivos RSD das trés réplicas analisadas, para o Ca,
K, Mg, Mn e Na, sdo apresentados na Tabela 3.16. De referir que se verificou que
dentro da mesma amostra as saquetas apresentavam diferentes massas, 0 que
podera justificar os desvios nas concentragdes. Verificou-se que a amostra 8
(infusé@o de ch& verde com algas) conduziu a resultados com uma maior disperséo,
em particular para o K e Na, sais presentes na agua do mar. Nao foi possivel
analisar o Na na solucdo mais concentrada (FD=5) das amostras 2 e 4 por ndo se
dispor de mais solugdo uma vez que sé se procedeu a uma digestéo acida. Deve-se
ainda referir que para o Ca, nas amostras 2 e 4, ndo foi possivel efectuar a
quantificagéo pelo facto de os valores de concentragdo serem inferiores ao LQ do
método (1,07 ppm). O mesmo aconteceu para a amostra 9 para o Mn em que a

concentracao foi inferior ao limite de deteccdo do método (0,08 ppm).

Tabela 3.16 — Concentracdes (ppm) das solugbes amostras analisadas por F-CS-
AAS e respectivos factores de diluicdo (F.D.).

Ca K Mg Mn Na
Amostra | Conc. FE;)I)D F.D. | Conc. FE(ZI)D F.D. | Conc. F(Q;)I)D F.D. | Conc. FE;I)D F.D. | Conc. FE;)I)D F.D.
2 <LD | - 5 1025|9235 | 020|45|10| 03 |93 | 5 |<LD| - 10
4 <LD | - 5 03 |80 |5 |021|92|10| 03 |220| 5 |<LD| - 10
8 244 (8,16 | 5 0,19 (34,7| 55 | 0,38 | 32,3 | 10 | 0,06* | 37 5 1059 |46,2| 15
9 1,13 |23.2| 10 | 0,35 | 98 | 55 | 0,53 | 16,8 | 10 | <LD - 5 1044 |11,3]| 15

*inferior ao LQ

Na Tabela 3.17 apresentam-se os resultados obtidos para os ensaios de
recuperacao por F-CS-AAS dos 5 elementos, em cada amostra (valores médios das
trés réplicas). Para o Mg, Mn, Na e K a exactiddo do método foi aceitavel, com
valores médios por elemento de REC < 120 %. Para o Ca as recuperacdes médias
(153 %) indicaram que era recomendavel a analise pelo método de adicdo de
padrao, para eliminar possiveis efeitos de matriz, no entanto nao foi realizado por

nédo haver amostra disponivel.
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Tabela 3.17 - Percentagens de recuperacéo (e respectivos RSD%) para as amostras
analisadas por F-CS-AAS.

Amostra Ca K Mg Mn Na
2 - 107 (= 6 %) 104 9% (+ 2 %) | 100 % (+ 20 %) | 117 % (£ 3 %)
4 - 125 (x23%) | 102% (x4 %) | 127 % (9 %) | 120 % (= 3 %)
8 147 (x 6 %) 129 % (+ 16 %) | 100 % (+ 1 %) | 120 % (+ 10 %) | 96 % (* 16 %)
9 159 (+ 17 %) 118% (x5%) | 96% (7 %) | 115% (x4 %) | 96 % (2 %)
Média 153 % 120 % 101 % 117 % 107 %

Na Figura 3.12 apresentam-se as concentracdes obtidas para as diferentes
amostras analisadas (2, 4, 8 e 9). Pode-se observar que foi encontrado um maior
teor de Ca, Mg e Na nas amostras contendo algas na sua composicéo (8 e 9), que
coincide com os elementos maioritarios da dgua do mar. Teores idénticos de Mn e
Mg foram obtidos para as amostras 2 e 4, no entanto, os de Mn sdo superiores aos
encontrados nos chas contendo algas.
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Figura 3.12 - Concentracdes de metais nas amostras por F-CS-AAS.

Para os elementos analisados por F-CS-AAS o Mg, Na e Ca tiveram abaixo
dos limites legislados (Mg = 50 ppm, Na = 200 ppm, Ca = 100 ppm). De todos os
elementos a excepcgao foi 0 Mn (com limite legislado de 50 ppb) para as amostras 2
e 4. Deve-se ainda salientar que para o K nada se pode concluir, no que se refere a
comparagdo com os valores legislados, uma vez que o valor legislado para este

elemento ndo se encontra documentado.
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3.3.2 - Atomizacao electrotérmica

O estudo dos métodos por GF-CS-AAS foi realizado com as solu¢des (com e
sem digestdo acida) das amostras 2, 4, 8 e 9. Soluc6es nao digeridas das amostras

1, 3,5, 6 e 7também foram quantificadas.

3.3.2.1 - Cobalto

Na Tabela 3.18 apresentam-se as concentracfes médias de Co das trés
solucbes de cada amostra, para avaliar a necessidade de efectuar a digestdo. De
referir que os teores de Co nas amostras com digestdo apresentaram valores
inferiores ao LD (0,2 ppb), porque estas solugbes estavam diluidas 5 vezes. Para

este elemento n&o foram realizados os testes de recuperacéo.

Tabela 3.18 — Concentracdo de Co em solu¢des amostra antes e apoés digestao, e
respectivos RSD por GF-CS-AAS.

|Co| (ppb)
Amostra Apos digestao Antes da digestao
2 <LD 0,72 (£16 %)
4 0,65 (£ 22 %)* 0,93 (£ 15 %)
8 <LD 0,20 (+ 17 %)*
9 <LD 0,23 (£ 19 %)*

* inferior ao LQ

Os resultados das andlises das restantes amostras (sem réplicas) séo
indicadas na Tabela 3.19. As amostras 1 e 5 tiveram teores de concentracéo
inferiores ao LD do método; a 6 e a 7 apresentaram valores da ordem do LQ.

Os valores das concentracdes para as amostras analisadas sdo mostrados
na Figura 3.13. A amostra que obteve uma maior concentracdo foi a 3, que continha
algas na sua composicao. A concentracdo de todas as amostras para este elemento

esteve abaixo do teor inferior ao limite legislado (50 ppb).
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Tabela 3.19 - Concentracdo de Co nas amostras (sem digestdo) por GF-CS-AAS.

Amostra |Co| (ppb)
1 <LD
3 1,27
5 <LD
6 0,61*
7 0,63 *

* inferior ao LQ

mSem algas = Com Algas

Concentrag8es de Co (ppb)
o o o =
> o RN

o
\V]
L

o

Amostras

Figura 3.13 - Concentracédo de Co nas infusdes de chas e ervas aroméaticas por GF-
CS-AAS.

3.3.2.2 - Crémio

Na Tabela 3.20 apresentam-se as concentracdes médias (trés réplicas) de
Cr em solucdes das amostras que foram digeridas. Com a excepg¢do da amostra 9,
foram obtidos teores de Cr mais elevados nas solugbes apos digestéo, verificando-
se um valor 9 vezes superior na amostra 8. Este facto leva a crer que para este
elemento foi importante a realiza¢do da digestao acida, uma vez que sem a mesma,
a quantificacdo das amostras ndo seria correcta, levando a erros na determinacao

da concentracdo nas amostras.
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Tabela 3.20 - Concentracao de Cr (e respectivos RSD) em solu¢des amostra, antes

e apos digestdo por GF-CS-AAS e resultados dos ensaios de recuperacao.

Infusdes apés digestao Infusdes antes da digestao
Amostra |Cr| (ppb) Recuperacéo |Cr| (ppb)
2 7,05 (+ 40 %) 109 0,81 (+ 10 %)
4 9,36 (+ 29 %) 118 3,76 (+ 11 %)
8 11,82 (x 45 %) 94 1,23 (£ 61 %)
9 2,29 (£ 32 %) 102 0,50 (+ 38 %)

No que se refere as percentagens de recuperacdo encontradas (Tabela
3.20), é possivel verificar que os valores estiveram dentro dos parametros desejados
(valores entre 94 % e 118 %), revelando uma boa exactiddo do método. Para a
mesma amostra obtiveram-se valores de concentracdo diferentes nas infusdes
(réplicas) analisadas (RSD médios de 37 =7 % e 30 = 24 % para as solu¢cdes com e
sem digestéao, respectivamente).

Com base nestes resultados constatou-se que a quantificagédo do Cr deveria
ter sido efectuada apds a digestdo acida das infusGes. Na Tabela 3.21 apresentam-
se 0s teores obtidos nas infusdes das restantes amostras (sem digestdo e sem

réplicas).

Tabela 3.21 - Concentracdo de Cr em infusdes (ndo digeridas) de algumas amostras
por GF-CS-AAS.

Amostra |Cr| (ppb)
1 5,72
3 10,1
5 7,57
6 6,18
7 27,3

A Figura 3.14 mostra as concentracdes relativas de Cr para as infusfes (sem
digestéo acida) das 9 amostras estudadas. A amostra 7 foi a que apresentou uma
concentracdo mais elevada (27,1 ppb). De um modo geral podemos verificar que as
amostras contendo algas (3, 7, 8 e 9) tiveram concentrag6es médias (9,8 ppb) mais
elevadas (concentracao média de 4,1 ppb para as amostras 1, 2, 4, 5 e 6). Contudo
a amostra apresentou uma concentracdo da ordem de grandeza das amostras 2 e 4.

Comparando os valores obtidos nas amostras com o limite legislado (50

ppb), podemos dizer que este valor ndo foi ultrapassado em nenhuma das amostras.
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Figura 3.14 - Concentragdo de Cr nas infusdes de chés e ervas aromaticas por GF-
CS-AAS.

3.3.2.3 - Cobre

Na Tabela 3.22 apresentam-se as concentracdes médias (trés réplicas) de
Cu em infusdes de amostras que foram sujeitas a digestdo &cida e infus6es sem
tratamento. Na mesma tabela também se mostram os resultados dos ensaios de
recuperacdo. Com valores a variar entre os 94 % e 96 % evidenciaram que na

andlise deste elemento ndo ocorriam efeitos matriz nas amostras digeridas.

Tabela 3.22 - Concentracdo de Cu em infusfes apos digestéo (e respectivos RSD

de trés réplicas) e em infusdes antes da digestao.

InfusGes apads digestao Infusdes antes da digestao
Amostra |Cu| (ppb) Recuperagéo |Cul (ppb)
2 46,67 (£ 16 %) 94 64,4
4 44,12 (£ 31 %) 96 33,3
8 24,32 (+ 30 %) 94 24,7
9 27,99 (£ 22 %) 96 22,4

As concentracdes das trés infusbes do mesmo chd apresentaram RSD
médios de 25 + 5 %. Estes valores sdo concordantes com os valores obtidos para o
Cr, confirmando que a mesma amostra apresenta diferencas quantitativas
significativas para as diferentes as saquetas de cha (ou erva aromatizada), tal como
atras referido.
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Embora os resultados apresentados para as analises com e sem digestdo
(Tabela 3.22) tenham sido obtidos para diferentes infusdes, verifica-se que na
amostra 2 a concentracdo da infusdo digerida é bastante inferior & da infusdo sem
tratamento (diferenca de cerca de 18 ppb entre ambas), enquanto nas amostras 4 e
9 o resultado oposto foi observado. Por outro lado na amostra 8 as concentracfes
foram semelhantes para as duas preparagfes. Com estas diferengcas admitiu-se que
a digestdo ndo seria necesséria para a analise de Cu em infusdes.

Na Tabela 3.23 e na Figura 3.15 mostram-se os resultados das analises de
Cu para as vérias amostras (infusdes de chas e de ervas aromatizadas). A infusédo
da amostra 7 (ervas e algas) foi a que apresentou o menor teor de Cu e as amostras
1 a 4 os valores mais elevados.

Para o Co, tal como para o Cr, nenhuma das amostras ultrapassaram o limite
legislado de 50 ppb.

Tabela 3.23 - Analises por GF-CS-AAS de Cu em infusdes de chas nao digeridas.

Amostra [Cul (ppb)
1 34,2
3 41,8
5 21,4
6 18,2
7 4,96
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Figura 3.15 - Concentracédo de Cu nas infusdes de chas e ervas aromaticas por GF-
CS-AAS.
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3.3.2.4 - Niquel

Na Tabela 3.24 apresentam-se as concentracfes médias (trés réplicas) de Ni
em infusGes submetidas a digestao (e respectivos ensaios de recuperag¢ao), assim

como concentragcdes em infusbes da mesma amostra nédo tratada.

Tabela 3.24 - Concentracao de Ni em infusdes apo6s a digestao (e respectivos RSD

de trés réplicas) e em concentra¢des infusdes antes da digestéo.

Infusdes apos digestao InfusBes antes da digestéo
Amostra INi| (ppb) Recuperacéo [Ni| (ppb)
2 32,6 (+ 8 %) 78 41,3
4 30,3 (1 %) 77 34,2
8 6,93 (= 25 %) 77 23,3
9 6,44 (+ 10 %) 76 12,6

Os valores obtidos de RSD para as trés réplicas foram aceitaveis
atingindo uma vez o valor maximo para a amostra 8 (RSD = 25 %).

Obtiveram-se valores de recuperacdo baixos, da ordem dos 77 %, o0 que
podera indicar que a quantificacdo do Ni nas amostras deveria ser efectuada pelo
método da adi¢do de padrdo. Embora os resultados apresentados para as analises
com e sem digestdo (Tabela 3.24) tenham sido obtidos para diferentes infusdes,
observaram-se valores mais elevados para as infusbes que néo tiveram tratamento
de digestao acida. Estes factos indicaram que o método de analise do Ni teria de ser
optimizado, e em particular, averiguar o programa de digestédo acida por microondas
das amostras.

Na Tabela 3.25 séo apresentados os teores de Ni para as restantes solu¢des
amostra (uma infusdo por amostra) que nao tiveram nenhum tratamento de
digestédo. Na Figura 3.16 podem-se observar os valores de concentragédo de Ni para

todas as amostras que nao foram digeridas.

Tabela 3.25 - Andlises por GF-CS-AAS de Ni em infusdes de chas ndo digeridas.

Amostra [Ni| (ppb)
1 18,1
3 65,2
5 16,5
6 21,8
7 15,2
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Figura 3.16 - Concentracdo de Ni nas amostras (infus6es sem digestéo acida) por
GF-CS-AAS.

Verifica-se que as amostras apresentaram concentracdes de Ni muito
dispersas (de 13 a 65 ppb), ndo permitindo correlacionar a composigéo das infusdes
com a concentragdo de Ni, em particular a presenca de algas.

As amostras 2, 3 e 4 apresentaram o0s valores mais elevados de
concentracdo de Ni. Das amostras analisadas 5 ja apresentaram valores superiores
ao limite legislado (20 ppb), contudo como o método de quantificacdo apresentou
recuperacdes meédias de 77%, foi admitido que os chas e ervas aromatizadas

estudados apresentavam teores preocupantes de Ni.

3.3.2.5 - Cadmio e Chumbo

Para o cadmio as percentagens de recuperagdo foram muito baixas,
variaram entre os 60 % e os 18 %, sendo o valor médio de 38 %. Para o Pb as
percentagens de recuperagdo variaram entre os 133 % e os 111 %, com um valor
médio de 122 %. Estes factos evidenciaram que nestas medi¢des o efeito da matriz
das amostras provocava interferéncias, e que a quantificacdo do Cd e Pb nas
amostras deveriam ter sido realizadas pelo método da adi¢cao de padréo.

Para os elementos Cd e Pb as concentracfes encontradas nas amostras
foram inferiores aos limites de deteccdo dos métodos (0,15 e 1,45 ppb,

respectivamente).
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Considerando que as limitacbes dos métodos utilizados para estes dois
elementos e os resultados obtidos foi admitido que os valores de Cd e Pb eram
inferiores aos valores legislados (5 ppb para o Cd e 25 ppb para o Pb).

Para estes elementos, podemos assim afirmar que seria necessario um
estudo mais aprofundado das amostras de forma a obter resultados mais

conclusivos e eliminar os problemas existentes na anélise dos mesmos.

3.3.3 - Considerac0es finais

Na Tabela 3. 26 indicam-se as concentragbes dos metais nas amostras
analisadas: cha verde (amostra 2), cha preto (4), infusdes de lima (amostra 5), de
camomila (amostra 1), mistura de cha e ervas (amostra 6) e misturas contendo algas
(amostras 3, 7, 8 e 9). A legislacao utilizada foi a de agua para consumo humano
[49] por ndo existir uma especifica para chas ou infusdes.

Tendo em conta os limites legislados verificou-se que todas as amostras
apresentaram concentragées preocupantes de Ni, bem como de Mn para as
amostras 2 e 4 sem algas na sua constitui¢ao.

Todas as amostras contendo algas apresentaram teores de Ca, Mg e Na superiores
aos das amostras sem algas na sua constituicdo. Para os restantes elementos néo
foi possivel relacionar as concentragcbes com a composi¢do das infusdes, em

particular a presenca de algas.

Tabela 3. 26 - Resultados experimentais para os varios elementos analisados

Ca K Mg Mn Na Co Cr Cu Ni Pb
Amostra Algas
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (Ppb) | (PPb) | (pPb) | (PPb) | (PPb)
1 N na na na na na <LD | 5,72 | 34,2 | >18,1 <LD
2 N <LD 0,25 0,20 0,3 <LD | 0,72 | 0,81 | 64,4 | >41,3 | <LD
3 S na na na na na 1,27 | 10,1 | 41,8 | >65,2 | <LD
4 N <LD 0,3 0,21 0,3 <LD | 0,93 | 3,76 | 33,3 | 34,2 | <LD
5 N na na na na na <LD | 757 | 214 | >16,5 | <LD
6 N na na na na na 0,61* | 6,18 | 18,2 | >21,8 | <LD
7 S na na na na na 0,63* | 27,3 | 4,96 >15,2 | <LD
8 S <0,24 | 0,19 0,38 | 0,06* | 0,59 0,20 | 1,23 | 24,7 | 23,3 | <LD
9 S <1,13 | 0,35 0,53 <LD 0,44 0,23 | 050 | 224 | >12,6 | <LD
Limite
100 - 50 0,05 200 50 50 2000 20 25
Legislado

*inferior ao LQ; na - amostra ndo analisadas
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4 - Conclus®es e sugestdes para trabalho futuro

Para a andlise dos elementos em infusbes de chas e ervas aromaticas,
utilizou-se um espectrofotometro de absor¢cdo atémica com fonte continua. A
atomizacdo em chama foi a técnica utilizada para a quantificagcdo do Ca, K, Mg, Mn
e Na. A atomizacéo electrotérmica foi usada para o Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb.

Foi realizado um estudo estatistico para avaliar qual o tratamento
matematico que melhor se ajustava aos resultados experimentais de modo a
calcular a equacao da curva de calibracdo. Verificou-se que a regressao quadratica
era a mais adequada para o potassio, 0 magnésio, 0 manganés, o cobalto, o cromio,
0 cobre, o niquel e o cadmio e a regressao linear para o célcio e sodio. Para o
chumbo a regressao linear ponderada foi a que apresentou um melhor ajuste.

Os limites de deteccdo médios e respectivos desvios padrdo para m
determinagfes foram: Ca - 0,32 ppm (m=1); K - 0,13 ppm (m=1); Mg - 0,025 ppm
(m=1); Mn - 0,078 ppm (m=1); Na - 0,073 ppm (m=1); Co - 0,18 £ 0,01 ppb (m=6); Cr
- 0,08 £ 0,03 ppb (m=6); Cu - 0,33 + 0,27 ppb (m=3); Ni - 0,019 + 0,0021 ppb (Mm=2);
Pb - 1,45 ppb (m=1); Cd - 0,15 ppb (m=1).

Os valores médios obtidos nos ensaios de recuperacdo do Mg, Na, Mn, Cr e
Cu foram 101 %, 117 %, 107 %, 106 % e 95 %, respectivamente. Para o Ca, Pb, K,
Ni e Cd as percentagens dos ensaios de recuperacdo foram 153 %, 122 %, 120 %,
77 %, 38 %, respectivamente. Nestas determinacdes o método de adicdo padrdo
deveria ter sido utilizado na quantificacdo destes elementos nas infusbes, e em
particular para o Ca, o Ni e o Cd. Para o cobalto ndo foram realizados ensaios de
recuperacao.

Tendo em conta os limites legislados verificou-se que todas as amostras
apresentaram concentragbes preocupantes de Ni, bem como de Mn para as
amostras 2 e 4 sem algas na sua constitui¢ao.

Todas as amostras contendo algas apresentaram teores de Ca, Mg e Na
superiores aos das amostras sem algas na sua constituicdo. Para os restantes
elementos ndo foi possivel relacionar as concentracdes com a composicdo das
infusBes, em particular a presenca de algas. De referir que neste estudo o niumero
de amostras utilizadas foi pouco significativo.

Os métodos desenvolvidos deveriam ser aplicados a um namero significativo
de amostras de forma a ser possivel correlacionar o teor de metais com a
composicao das infusbes, nomeadamente com a presenca de algas. Atendendo as

origens deste tipo de amostras e sua importancia nutricional, é recomendavel que
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outros metais sejam avaliados, como por exemplo o ferro, zinco, silicio, bério,

mercurio ou arsénio.
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Anexo A — Curvas de Calibracdo do Cobalto

Da Tabela A.1 a Tabela A.5 sdo apresentados os valores para as restantes

calibrac6es para o Co.

tracado da segunda curva calibracéo do Co.

Tabela A.1 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0055 0,0054 -2,86E-04
b 6,97E-3 7,45E-03 9,73E-03
c - - 0,0027
R® 0,9854 0,9580 0,9976
& 3,78E-03 3,55E-03 1,75E-03
Syo 0,54 0,47 2,6E-2
V0 (%) 10,6 9,3 51
SSH 5,7E-05 9,8E-05 9,3E-06
DS® 4,8E-05 4,1E-05 -
PG 15,6 13,4 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 1,6 14 0,20
LQ (ppb) 6,9 4,8 0,50

tracado da terceira curva calibragéo do Co.

Tabela A.2 - Parametros experimentais para avaliagcdo do método de regressao para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0026 0,0012 -4,64E-05
b 1,12E-02 1,22E-02 1,24E-02
c - - 0,0021
R? 0,9993 0,9987 0,9995
Sy 1,36E-03 1,28E-02 1,43E-03
S0 0,11 0,11 0,11
Vo (%) 2,3 2,1 2,3
SSies 7,4E-06 1,28E-05 6,1E-06
DS? 1,26E-06 4,48E-07 -
PG 0,62 0,22 -
F 34,11 34,11 -
LD (ppb) 0,34 0,30 0,10
LQ (ppb) 53 1,1 0,50
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tracado da quarta curva calibragéo do Co.

Tabela A.3 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0040 0,0028 1,69E-04
b 7,98E-03 8,34E-03 9,61E-03
c - - 0,0024
R® 0,9961 0,9934 0,9994
Sy 2,21E-03 1,80E-03 9,80E-04
Syo 0,28 0,22 0,12
Vyo (%) 54 4,2 2,4
SSres 2,0E-05 3,0E-05 2,9E-06
DS? 1,67E-05 1,01E-05 -
PG 17,48 10,5 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,80 0,60 0,10
LQ (ppb) 55 2,2 0,30

tracado da quinta curva calibragcéo do Co.

Tabela A.4 - Parametros experimentais para avaliagcdo do método de regressao para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0044 0,0011 -1,69E-04
b 1,01E-02 1,11E-02 1,18E-02
c - - 0,0028
R? 0,9960 0,7837 0,9981
Sy 2,85E-03 2,51E-03 2,28E-03
Syo 0,28 0,23 0,23
Vo (%) 5,5 4.4 45
SSies 3,2E-05 1,11E-04 1,6E-05
DS? 1,68E-05 9,53E-06 -
PG 3,22 1,83 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,80 0,70 0,20
LQ (ppb) 6,4 2,3 0,60




tracado da sexta curva calibragéo do Co.

Tabela A.5 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0020 0,0013 -1,04E-04
b 1,24E-02 1,24E-02 1,34E-02
c - - 0,0010
R® 0,9982 0,9928 0,9987
Sy 2,34E-03 9,55E-04 2,28E-03
Syo 0,19 7,7E-02 0,19
Vyo (%) 3,7 15 3,6
SSres 2,2E-05 2,5E-05 1,6E-05
DS? 6,32E-06 -1,20E-05 -
PG 1,21 2,30 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,60 0,20 0,30
LQ (ppb) 1,8 0,70 1,0
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Anexo B — Curvas de calibracdo do Cromio

Da Tabela B.1 a Tabela B.5 sdo apresentados os valores para as restantes

calibracdes para o Cr.

tracado da segunda curva calibracéo do Cr.

Tabela B.1 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0240 0,0250 -1,79E-04
b 2,63E-02 7,75E-03 2,70E-02
c - - 0,019
R? 0,9956 0,0014 0,9973
Sy 1,39E-02 3.17E-03 1,26E-02
Sxo 0,59 0,13 0,54
Vyo (%) 5,8 1,25 53
SSies 7,7E-04 1,6E-03 4,74E-04
DS? 3,01E-04 -4,34E-04 -
PG 1,91 2,57 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 1,8 0,38 0,10
LQ (ppb) 53 1,28 0,40

tracado da terceira curva calibragéo do Cr.

Tabela B.2 - Parametros experimentais para avaliagdo do método de regressao para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0120 0,0130 -3,05E-04
b 3,20E-02 2,55E-02 1,79E-02
c - - 0,021
R® 0,9779 0,2256 0,9965
Sy 1,61E-02 1,44E-02 7,37E-03
Swo 1,34 1,14 0,63
Vyo (%) 13,1 9,1 6,2
SSies 1,0E-03 1,2E-03 1,63E-04
DS’ 8,70E-04 6,62E-04 -
PG 16,0 12,2 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 4,0 3,4 0,06
LQ (ppb) 4,9 11,3 0,20
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tracado da quarta curva calibragéo do Cr.

Tabela B.3 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0053 0,0160 -1,06E-05
b 1,60E-02 4,59E-03 1,62E-02
c - - 0,0049
R® 0,9996 0,9442 0,9997
Sy 2,62E-03 3,93E-03 2,16E-03
Syo 0,16 0,25 0,12
Vyo (%) 1,60 2,4 0,82
SSres 2,7E-05 3,2E-05 2,6E-05
DS? 1,06E-06 3,55E-05 -
PG 0,12 4,05 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,50 0,70 0,090
LQ (ppb) 4,9 2,5 0,30

tracado da quinta curva calibragdo do Cr.

Tabela B.4 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0072 0,0072 -7,44E-05
b 1,62E-02 1,61E-02 1,76E-02
c - - 0,0041
R? 0,9991 0,9897 0,9997
Sy 4,36E-03 4,17E-03 2,48E-03
Sy 0,27 0,26 0,18
Vo (%) 2,64 2,5 1,7
SSies 7,6E-05 7,7E-05 2,4E-05
DS? 5,19E-05 4,53E-05 -
PG 6,44 5,63 -
F 34,11 34,11 -
LD (ppb) 0,80 0,80 0,10
LQ (ppb) 6,2 2,6 0,30




tracado da sexta curva calibragéo do Cr.

Tabela B.5 - ParAmetros experimentais para avaliacdo do método de regressao para

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,00010 0,00059 4,76E-05
b 1,70E-03 1,68E-03 7,85E-04
c - - 0,0019
R? 0,9770 0,9808 0,9995
Sy 2,33E-03 2,30E-03 3,88E-04
Syo 1,37 1,37 0,22
Vyo (%) 13,4 13,4 2,17
SSres 2,2E-05 2,2E-05 4,5E-07
DS? 2,15E-05 2,08E-05 -
PG 141 138 -
F 34,11 34,11 -
LD (ppb) 4,1 4,1 0,03
LQ (ppb) 13,7 13,7 0,1
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Anexo C — Curvas de calibracdo do Cobre

Da Tabela C.1 a Tabela C.2 sdo apresentados os valores para as restantes

calibrac6es para o Cu.

tracado da segunda curva calibragéo do Cu.

Tabela C.1 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regresséo para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0250 0,0220 -1,38E-04
b 9,11E-03 9,78E-03 1,05E-02
c - - 0,023
R? 0,9957 0,6581 0,9973
Sy 2,62E-03 2,46E-03 2,37E-03
S0 0,29 0,21 0,26
Vo (%) 55 4,8 5,0
SSies 2,7E-05 6,1E-05 1,68E-05
DS? 1,1E-05 7,26E-06 -
PG 1,88 1,29 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 0,90 0,70 0,03
LQ (ppb) 1,1 2,5 0,1

tracado da terceira curva calibragéo do Cu.

Tabela C.2 - Pardmetros experimentais para avaliacdo do método de regresséo para

Regresséo
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0021 0,0028 6,39E-05
b 2,61E-03 2,25E-03 1,98E-03
c - - 0,0028
R® 0,9799 0,9809 0,9942
Sy 1,63E-03 1,07E-03 1,67E-03
Syo 6,2E-04 0,48 0,63
Vyo (%) 12,0 9,2 12,0
SSies 1,1E-05 2,4E-05 8,33E-06
DS? 2,3E-06 -3,72E-06 -
PG 0,82 1,34 -
F 34,11 34,11 -
LD (ppb) 1,9 1,4 0,2
LQ (ppb) 7,7 4,8 0,6
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Anexo D — Curvas de calibracéo do Niquel

Na Tabela D.1 sédo apresentados os valores para segunda calibracdo para o

Ni.

Tabela D.1 - Parametros experimentais para avaliacdo do método de regressao para
tracado da segunda curva calibracédo do Ni.

Regresséao
Linear Linear Ponderada | Quadratica
a 0,0260 0,0280 -3,42E-05
b 4,26E-03 4,20E03 5,25E-03
c - - 0,023
R® 0,9931 0,9830 0,9973
Sy 4,75E-03 2,11E-03 3,40E-03
Sxo 1,11 0,50 0,81
Vyo (%) 7.3 3,2 5.2
SSies 9,0E-05 1,1E-04 3,46E-05
DS® 5,5E-05 1,7E-05 -
PG 4,81 1,46 -
F 34,1 34,1 -
LD (ppb) 3,3 15 0,02
LQ (ppb) 11,1 5,0 0,06
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