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APRESENTACAO

Nessas ultimas décadas as Pesquisas em Quimica tém apresentado grandes
avancos com contribuicbes de estudos, tanto de natureza tedrica como prética,
conferindo especulacdes investigativas de aspectos, tanto fenomenoldégicos como
metodoldgicos da ciéncia.

Além disso, as pesquisas, no campo da Quimica, tém contado com inUmeros
programas de pesquisas em todo pais permitido uma abrangéncia de uma variedade
de area, possibilitando assim, a contemplacéo de uma diversidade de debates que,
por sua vez tem corroborado com a producéo de produtos inovadores e de qualidade.

Devido a isso, verifica-se que os inumeros trabalhos cientificos, decorrentes
desses debates, tém apresentado uma grande contribuicdo para o avanco da
ciéncia, com uma extrema relevancia, no que diz respeito, principalmente, a sua
aplicabilidade para o desenvolvimento da sociedade.

O e-Book " A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica" é composto
por uma criteriosa coletanea de trabalhos cientificos organizados em 33 capitulos,
elaborados por pesquisadores de diversas instituicdes que apresentam seus debates
em temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente editado
para atender os interesses de académicos e estudantes tanto do ensino médio e
graduacéao, como da pés-graduacéo, que procuram atualizar e aperfeicoar sua viséo
na area. Nele, encontrardo experiéncias e relatos de pesquisas tedricas e praticas
sobre as mais variadas areas da quimica, além da prospeccao de temas relevantes
para o desenvolvimento social e cultural do pais.

Esperamos que as experiéncias relatadas neste e-Book contribuam para o
enriquecimento do conhecimento e desenvolvimento de novas pesquisas, uma vez
que nesses relatos sao fornecidos subsidios e reflexdes que levam em consideracéo
perspectivas de temas atuais.

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
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CAPITULO 13

METODO UTILIZANDO MICROEXTRAGAO EM
SISTEMA DINAMICO PARA A PRE-CONCENTRAGAO
E DETERMINAGAO DE CHUMBO EM AMOSTRAS DE
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RESUMO: Neste trabalho, um método utilizando
microextracdo liquido-liquido em sistema
dindmico combinada com espectrofotometria
de absorcdo molecular foi desenvolvido
para a pré-concentracdo e determinacéo de
chumbo em amostras de camarao e ostra. No
procedimento, é proposto um sistema no qual a
gota orgénica é mantida no fundo de um tubo de
vidro, com a passagem de um fluxo de solucéo
aquosa, evitando o uso de microsseringa. O
método baseia-se na transferéncia da espécie
metélica, presente na fase aquosasob a forma
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de complexo com o ligante 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-dietilaminofenol (5-Br-PADAP) para
a fase orgénica composta por tricloroetileno.
Foram otimizados parametros analiticos
como vazdo da amostra, concentracdo do
tipo de

extrator, tempo de pré-concentracéo e pH. Sob

reagente complexante, reagente
condicbes otimizadas, o limite de deteccéo
e quantificacdo obtidos foram 0,48 e 1,60 ug
L7, respectivamente. A exatiddo do método
foi avaliada pela determinagcdo de chumboem
material de referéncia certificada BCR-414,
plankton. aplicado a
determinacdo de chumbo em amostras de

O procedimento foi

mariscos.
PALAVRAS-CHAVE:
microextracao

pré-concentracao,

liquido-liquido, chumbo,

espectrofotometria.

A METHOD USING LIQUID-LIQUID
MICROEXTRACTION IN ADYNAMIC
SYSTEM FOR PRECONCENTRATION
AND DETERMINATION OF LEAD IN FOOD
SAMPLES
ABSTRACT: In this paper, a method using
liquid-liquid microextraction

spectrophotometry
preconcentration and

in a dynamic
system combined with
was developed for
determination of lead in samples of shrimp and
oyster. In the procedure, a system is proposed in

Capitulo 13




which the organic drop is maintained at the bottom of a glass tube, with the passage of
a stream of aqueous solution, avoiding the use of a microsyringe. The method is based
on the transfer of metal species present in the aqueous phase in the form of complexes
with the ligand 2-(5bromo-2-pyridylazo)-5-dimethylaminophenol (5-BrPADAP) to the
organic phase trichloroethylene. Experimental conditions, such as sample flow rate,
concentration of the complexing reagent, extraction solvent, time of extraction, and pH,
were optimized. Under optimized conditions, the limit of detection and quantification
obtained were 0.48 and 1.60 pg-"', respectively. The accuracy was evaluated by
the determination of lead in the certified reference material BCR-414, Plankton.
The procedure was applied to the determination of lead in samples of shellfish, with
recoveries ranging from 92 to 103 %. The method enabled a fast, accurate, and simple
alternative for the determination of lead in seafood samples.

KEYWORDS: preconcentration. liquid-liquid microextraction. lead. spectrophotometry.

11 INTRODUGCAO

O chumbo (Pb) € um metal toxico encontrado, em pequenas quantidades,
na composicdo da crosta terrestre. As fontes de emissdo de chumbo podem
ser naturais ou antropogénicas. Entre as fontes antropogénicas, que € a maior
responsavel pela liberacdo de chumbo no meio ambiente, as mais comuns sao
as atividades de mineracédo, as industrias metalurgicas, os adubos na agricultura
e a queima de combustiveis fosseis (TARIGH, 2013; HEPP, 2009). Os problemas
devido a acumulagdo de chumbo no organismo humano estdo bem documentados
(PAOLIELLO, 2015; LEMOQOS, 2012) e mostram que as consequéncias podem variar
de disturbios fisioldgicos, disfuncdes neuropsicologicas (dores de cabeca, problemas
de audicéo, dificuldades de aprendizagem, problemas comportamentais, danos
cerebrais, etc.) até a morte (ABOUFAZELI, 2013; ANDERSEN, 1999).

Apesar dos avancos tecnoldgicos e do desenvolvimento de novas técnicas
para a determinacé&o de espécies inorganicas, € necessaria a adicdo de uma etapa
de pré-tratamento da amostra, cujos objetivos sdo o isolamento e enriquecimento
de analitos, resultando em condicbes adequadas a deteccdo. Algumas técnicas de
extracdo e pré-concentracdo de espécies organicas e inorganicas como extracao
fase sélida, co-precipitacdo e extracao liquido-liquido tem sido utilizadas para o pré-
tratamento de matrizes complexas.

Dentre as técnicas de pré-concentracdo, destaca-se a extracéo liquido-liquido.
Esta foi a primeira técnica empregada na extracdo e isolamento de compostos
organicos, em ambiente aquoso, visando o preparo de amostras (LIN, 2013).
Porém esta técnica apresenta desvantagem por utilizar uma grande quantidade de
solventes que podem ser agressivos tanto ao meio ambiente quanto ao operador do
sistema. Com o intuito de minimizar este problema, surgiram, desde entao, varios
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trabalhos que apresentam novas técnicas visando a miniaturizagcao dos sistemas de
extracao liquido-liquido para pré-tratamento de amostras, em uma grande variedade
de matrizes (MALLAH, 2008; LI, 2007). Algumas das novas metodologias que
surgiram foi a microextragdo por gota unica (SDME), relatada pela primeira vez em
1996 (JEANNOT, 1996), que tem como principio a utilizacdo de uma microgota de
solvente extrator imiscivel em agua, exposta a solugdo da amostra, suspenso na
ponta da agulha de uma seringa, apds a extracéo, a gota & succionada e conduzida
e técnica de deteccdo adequada. Os métodos de SDME tém recebido bastante
atencdo nos ultimos anos, e tem como principais modos de operacédo a extracao
direta (Direct-SDME), a gota é inserida diretamente na solucdo de amostra e os
analitos sao transportados para a fase extratora e agitacdo mecéanica € empregada
para acelerar a transferéncia dos analitos do meio da solugcdo para a gota e a
extracdo no headspace (HS-SDME) em que a gota é suspensa na regido sobre a
amostra, contida em um frasco de amostragem, onde os analitos s&o transportados
através da barreira de ar antes de atingirem a gota. Aplicado comumente para a
extracdo de analitos que possam ser volatilizados (OLIVEIRA, 2008). Outro tipo de
microextracao liquido-liquido é a microextracdo em fase liquida com fibras ocas (HF-
LPME). Os poros de uma membrana capilar porosa e hidrofébica (fibra oca) séo
impregnados com o0 solvente orgénico de extracéo e o seu lumen € preenchido com
microlitros de uma fase aceptora, com isso, a fase aceptora ndo entra em contato
direto com a matriz aquosa (fase doadora), permitindo aplicar agitacdo constante
durante a extrac&o. Outra miniaturizacdo do sistema de extracao liquido-liquido foi
relatada em 2006, a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) (REZAEE,
2006). O método baseado no sistema ternario de solventes e usa microlitros de
solvente extrator (ZANG, 2009). Tem como principio basico a dispersdao de um
solvente extrator (imiscivel com agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e
no solvente extrator) em uma solugcédo aquosa, o que proporciona uma grande area
de contato entre a fase aquosa e o solvente extrator.

A microextracdo liquido-liquido em sistema dinamico, inclui muitas das
vantagens das técnicas de microextragdo liquido-liquido relatadas acima, como:
relativo baixo custo, simplicidade no manuseio, rapidez, baixo impacto ambiental
devido ao baixo consumo de solventes organicos o que possibilita a miniaturizacéao
do sistema de extracdo (ASENSIO-RAMOS, 2011), e apresenta maior frequéncia
analitica. O potencial de extracdo do método de microextracdao em sistema dinamico
€ aumentado com a eliminacéo de algumas desvantagens, principalmente da SDME,
entre elas, pode-se citar a utilizacdo de uma seringa para formac¢ado da goticula
acarretando em instabilidade fisica da gota quando exposto a altas rotacdes, uso de
amostras com material particulado e impossibilidade no uso de goticulas maiores
que acarreta especial atencao para evitar a perda de solvente por evaporacao e\ou
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parcial diluicdo , o que pode afetar a exatidao dos resultados (CHAMSAZ, 2009; XIA,
2008; LEMOS, 2013).

Com as diversas vantagens possibilitadas pela microextracdo em sistema
dindmico, foi proposto o desenvolvimento de um método eficiente, simples e
sensivel, com possivel compatibilidade com diversas técnicas detecc¢ao para a pré-
concentracédo e determinagcdo de chumbo em amostras de mariscos com deteccao

por espectrofotometria de absorcdo molecular.

2 | EXPERIMENTAL

2.1 Instrumentacao

Um sistema de microextracéo liquido-liquido em sistema dindmico que consiste
de uma bomba peristaltica de quatro canais (modelo 204, Milan, Colombo, Brasil),
tubos de silicone e teflon, foi desenvolvido. Uma micropipeta foi utilizada para
inserir a gota no fundo de um tubo de vidro de capacidade maxima de 5,0 mL.
Uma cubeta de quartzo de duas faces polidas, com tampa de PTFE e capacidade
maxima de 0,5 mL, foi empregada no procedimento. As medidas de absorvancia
foram realizadas utilizando-se um espectrofotdmetro modelo Cary 50, marca Varian
(Mulgrave, Victoria, Australia). O pH das solugcdes aquosas utilizadas na extracao
foi aferido com o auxilio de um medidor de pH (modelo DM 20, Digimed, Sao Paulo,
Brasil). A digestao do material de referéncia certificado e das amostras reais foi realizada
utilizando-se uma bomba de digestao Parr (Moline, Estados Unidos) modelo 4781.

2.2 Reagentes

Solugbes de trabalho de chumbo (Fluka, Sdo Paulo, Brasil) foram preparadas
diariamente por diluicdo gradual da solugao estoque do metal na concentragcao de1000
mg mL".Tricloroetileno (Synth, Diadema, Brasil), cloroférmio (Synth) e tetracloreto de
carbono (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram testados como solventes extratores.
O reagente 5-Br-PADAP (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil)foi usado como
complexante para o chumbo e as solugées correspondentes foram preparadas pela
dissolucdo de quantidades apropriadas do sélido em alcool etilico absoluto (Synth).
Foram preparadas diferentes solugdes-tampéo para serem utilizadas no ajuste do pH
das solugdes submetidas a microextracéo. Os tampdes acetato, amoniacal, cloreto e
fosfato, foram preparados com a concentracéo final de 1,0 mol/L. A solugéo tampéao
borato foi preparada com a concentragdo final de 0,1 mol/L. Todos os reagentes
utilizados sdo de grau analitico. Agua desionizada ultrapura proveniente de um
purificador Elga (Bucks, Reino Unido), modelo Purelab Classic foi utilizada no preparo
de todas as solugdes. Toda a vidraria foi mantida durante a noite em solug¢édo de &cido
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nitrico (Merck) a 5,0 % m/v.

2.3 Procedimento de microextracao liquido-liquido em sistema dindmico

Ométodode pré-concentracao desenvolvido e otimizado foirealizado da seguinte
maneira: em um tubo de vidro, foi adicionada, com o auxilio de uma micropipeta,
uma gota formada pela mistura do solvente extrator/reagente complexante, numa
propor¢ao 2:1, respectivamente. Posteriormente, o tubo foi rapidamente vedado com
uma tampa de borracha. Dois capilares de terflon, conectados ao tubo e a uma
bomba peristaltica, alimentava o sitema com a solugdo amostra. Apdés15 minutos, a
gota foi retirada do sistema de pré-concentracéo e tranferida para a cubeta de quarzo
e transportada para o espectrofotometro de absor¢do molecular, onde foi realizada
a deteccédo da espécie metalica. O procedimento de microextragéoé ilustrado na
Figura 1.

Sample In Sample off

Bubble Drop

Sample
solution

Figura 1- Esquema simplificado do sistema de pré-concentracgéao.

2.4 Digestao do material de referéncia certificado

Amostra certificada de BCR-414, Plankton, proveniente do Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Belgium), foi digerida
utilizando a metodologia de abertura de amostra por via imida. Uma massa de,
aproximadamente, 0,10 gramas de amostra foi adicionada a um copo de PTFE
juntamente com 1,5 mL de acido nitrico concentrado e 0,5 mL de perdxido de
hidrogénio. A mistura foi submetida a aquecimento em estufa por um periodo de 4 h
a 110 °C. Apés arrefecimento, o pH das amostras foi ajustado com solugéo diluida
de NaOH. Em seguida, solugcao tampao borato (pH 8,0) foi adicionada e as amostras
foram levadas ao sistema de pré-concentragdo proposto neste artigo.
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2.5 Digestao da amostra real

As amostras de camar&o e ostra foram obtidas na regido maritima da llha
do Pati, municipio de Sao Francisco do Conde, Bahia, Brasil. Ap6s as coletas, o
material foi lavado e levado para estufa por 24 horas a uma temperatura de 110
°C. Posteriormente, as amostras secas foram trituradas e peneiradas para facilitar
a digestdo acida. O procedimento de mineralizacédo foi 0 mesmo descrito para a
digestdo do CRM. As amostras preparadas por este procedimento foram, entao,
submetidas ao procedimento de pré-concentracdo. Brancos de reagentes também

foram preparados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao das condicOes experimentais

Foram estudados e otimizados de forma univariada os principais parametros
qgue poderiam influenciar a microextracao liquido-liquido em sistema dinamico para a
determinacdo de chumbo. Para todos os estudos, a concentrac&o de chubo utilizada
foi fixada em 10,0 yg L.

3.1.1 Tipo de solvente extrator

Na microextracdo em sistema dinamico é importante que o solvente extrator
possua algumas caracteristicas. Como exemplo, comparando com solucdes
aquosas, seja mais denso, apresente baixa solubilidade, possua alta capacidade
de extracdo do analito. Com base nestas informacdes, trés solventes com estas
caracteristicas foram testados no sistema proposto: cloroférmio, tricloroetileno e
tetracloreto de carbono. De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o
tricloroetileno apresentou melhores respostas analiticas. Consequentemente, foi o
solvente organico escolhido para compor o sistema de extracéo.

3.1.2 Efeito do pH

Os agentes complexantes geralmente possuem pouca especificidade em
relacdo ao metal. Desta forma, a mesma pode ser aumentada por meio do ajuste
de pH. Para se obter uma melhor eficiéncia (MARTINIS, 2010), no método proposto,
os valores de pH da solucéo de Pb (ll) foram estudados no intervalo de 2,0-10,0. O
resultado do teste de pH, apresentado na Figura 2, mostra que ocorre um aumento
da resposta analitica a partir do pH 6,0. A extracdo méaxima do analito ocorre na faixa
de pH 8,0. A partir desta concentragdo de ions hidrogénio, o sistema apresenta um
decréscimo na extracdo da espécie idnica Pb?*. Nos experimentos posteriores uma

147
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solucéo de tampéo borato 8,0 foi utilizada para ajustar o pH das amostras.

0.6

0.4 -

0.3 -

Absorvancia

0.2 -

6 8 10 12
pH

Figura 2 - Influéncia do pH no sistema de pré-concentracéo baseado na microextracdo em
sistema dindmico para a determinagéo de chumbo em amostras de camarao e ostras.

3.1.3 Influéncia da temperatura na pré-concentracao

A influéncia da temperatura na cinética da extracdo foi estudada. O pré-
tratamento da amostra aconteceu a uma temperatura de 0°C. Observou-se uma
queda, significativa, na resposta analitica. Acredita-se que com a diminuicdo da
temperatura, a cinética da extracao do analito, da fase aquosa para a orgéanica, nao
foi favorecida. Os estudos posteriores foram realizados a temperatura ambiente,
onde os coeficientes de transferéncia de massa apresentaram-se muito mais efetivos.

3.1.4 Efeito da concentragcédo do reagente complexante

Oefeito da concentracao do reagente complexante 5-Br-PADAP foiinvestigado
e o0s resultados sao apresentados na Figura 3. O sinal de absorvancia apresentou
um aumento num intervalo de 1,4x10* a 2,8x10°mol L. Concentracbes maiores
que 1,4x103mol L', apresentaram sinais analiticos constantes. Desta forma, a
concentracao do reagente complexante 5-Br-PADAP utilizada na determinagéo de
chumbo foi de 1,4x10°mol L.
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0.3
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0.2 -

0.15 +

Absorvancia

0.05 -

O I I I
0 0.001 0.002 0.003 0.004

Concentrac¢do do reagente Br-PADAP (mol L?)
Figura 3 - Influéncia da concentra¢é@o do reagente Br-PADAP no sistema de pré-concentracéo

baseado na microextragdo em sistema dindmico para a determinagcdo de chumbo em amostras
de camaréo e ostras.

3.1.5 Efeito da vazao

Ainfluéncia da vazao no sistema de pré-concentracao foi investigada. Diferentes
vazdes, com um volume fixo da amostra, foram passadas através do sistema de
pré-concentracao para a determinacédo de chumbo (ll). O grafico da Figura 4, ilustra
qgue uma maior extragdo do analito ocorre na vazao de 10 mL min'. Acima de 15 mL
min" observa-se um decréscimo no sinal analitico. Possivelmente, isto se deve a
disperséao de goticulas do solvente de extracao na fase aquosa. Como consequéncia,
ocorrendo uma variagédo no volume da gota e possiveis imprecisées nos resultados
apresentados pelo método proposto.

0.6

0.5

0.4 -

0.3

Absorvancia

0.2
0.1 -

0 I I I 1
0 5 10 15 20 25

Vazao (mL min?)

Figura 4 - Influéncia da vazao no sistema de pré-concentracéo baseado na microextragcéo em
sistema dindmico para a determinagcdo de chumbo em amostras de camarao e ostras.
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3.1.6 Efeito do tempo de pré-concentracéao

A transferéncia da massa do analito € um processo dependente do tempo. O
tempo 6timo para que ocorra o deslocamento dos ions de Pb?*, da fase aquosa, para
a fase organica, com uma maior eficiencia, foi estudado. Para o estudo, a faixa de
tempo estudada foi de 2,5 — 25,0 minutos e os resultados podem ser observados na
Figura 5. O tempo 6timo de pré-concentracado, segundo o gréafico, esta na faixa de
15,0 min. ApGs esse tempo, observou-se uma reducéo na eficiencia de extracao, o
que pode ser atribuido a perda do solvente extrator por volatizacéo e, possivelmente,
uma eventual re-extracao.

0.6

Absorvancia

© o o o

[p%] (8] =N u
L L L L

o
=
1

o

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de pré-concentracao (min)

Figura 5 - Influéncia do tempo de pré-concentracdo no sistema de pré-concentracéo baseado
na microextragdo em sistema dinadmico para a determina¢do de chumbo em amostras de
camaréo e ostras.

41 VALIDAQI\O DO METODO ANALITICO
4.1 Seletividade

O efeito de alguns ions na microextracao liquido-liquido em sistema dinamico,
utilizando Br-PADAP, foi estudado. O critério para interferéncia de cada espécie foi
fixado em + 5,0 % no sinal analitico obtido para uma solugéo contendo chumbo com
concentragdo de 10,0ug L', sem qualquer interferente. Os indices toleraveis das
espécies indesejadas foram até 1000,0 pyg L' e podem ser observados na Tabela1l.

Espécie Quantidade maxima toleravel pg L™
Al (I11), Zn (IT) e Ni(lT) 100
Mn (1) e Mo(VI) 500

Na (1), K (1), Ca (Il), Cl (-1), CO,(-Il) e NO,(-) 1000

Tabela 1 - Quantidades maximas toleraveis de outras espécies na microextracdo em sistema
dindmico na determinacao de Pb (10ugL -1).
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4.2 Limites de deteccao e quantificacao

Sob o sistema de pré-concentracdao em sistema dindmico otimizado, os
parametros analiticos foram calculados utilizando os valores obtidos a partir da curva
analitica. A equacéao da curva no intervalo de 0 a 50 ug L*'é Y = 0,007 C + 0,004,
onde Y € a absorvancia e C a concentracdo de chumbo, em ug L', com coeficiente
de correlagdo r = 0,994. O limite de detecgéo, calculado como 3s,/b, sendo s, o
desvio-padréo do branco e b o coeficiente angular da secéo linear da curva analitica,
foi 0,48 ug L. O limite de quantificag&o, calculado como 10s,/b, foi 1,60 ug L.

4.3 Exatidao

Em razao da importancia biolégica e ambiental, a determinacdo de chumbo foi
realizada aplicando o método de pré-concentragcéo proposto, utilizando material de
referéncia certificada, BCR-414 Plankton. O valor certificado para o chumbo é de
3,97 + 0,19 mg kg'e o obtido pelo processo proposto foi de 3,82 + 0,14 mg kg'. Os
resultados encontrados para as amostras reais de ostras e camardes sdo mostrados

na Tabela2.
Quantidade de chumbo (mg kg™) Recuperacio
Amostra o
Adicionada Encontrada (%)
0 < L.D.
Ostra 103
15 15,4 +0,2
0 < L.D.
Camarao 92
15 13,8 +0,5

Tabela 2 - Resultados das determinacdes de chumbo em amostras de ostras e camardes ap6s
o0 pré-tratamento das amostras com o sistema proposto.

51 CONCLUSOES

O novo método desenvolvido baseado na microextracdao em sistema dinamico
apresentou-se como uma excelente alternativa para a determinagcdo de chumbo.
Proporcionou vantagens como simplicidade no manuseio, baixo custo e uma
elevada sensibilidade. O método permitiu a exposicdo da gota em altas rotagdes.
Desta forma obteve-se uma maior extragdo do analito se comparada com o método
de microextracao liquido-liquido por gota suspensa. Com este estudo observou-se
gue um pequeno volume de gota de um solvente organico e a escolha de reagente
complexante adequado mostrou resultados satisfatorios para a extracédo e pré-
concentracao de chumbo em amostras de ostras e camardes.
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