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1. OS METAIS

1.1 Os metais no medioambiente e nos alimentos

Aproximadamente, uns 80 dos 104 elementos que contén a Tdboa Periddica
actual son metais. A andlise dos tecidos do corpo humano mostra a presencia
de moitos elementos metdlicos, algins en concentracions razoables e outros a
niveis traza. Isto € debido a que os alimentos que consumimos contenen a
miudo concentracions similares de ditos metais, reflexando a sua distribucion
no medioambiente. O chan no cal medran as plantas contén metais
procedentes de diferentes fontes, principalmente das rochas a partir das cales
se forma, fertilizantes, lixo e outros materiais procedentes das actividades do
home (actividades industriais, queima de combustibles fosiles e outras formas
de contaminacién). Na Tadboa 1 recdllense as concentraciéns dalguns metais
no chan [1].

A concentracién na cal se atopan os metais nos alimentos € moi variada e
depende de moitos factores, que abarcan dende as condiciéns
medioambientais ata os métodos de produccion e procesado. No caso dos
alimentos de orixe vexetal, o contfido metdlico estd condicionado pola
natureza do chan e polo uso de pesticidas, ferfilizantes, etc. Nos alimentos de
orixe animal, a concentracidn de metais presente nos mesmos estd

relacionada coa alimentacién dos animais e co medio que os rodea.
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Tdboa 1. Contido dalgins metais no chan

Metal Contido (mg/Kg)
Ferro (Fe) 7000-55000
Manganeso (Mn) 200-5000

Cromo (Cir) 5-3000

Niguel (Ni) 10-800

Cinc (Zn) 10-300

Cobre (Cu) 2-100

Cobalto (Co) 1-5

Cadmio (Cd) 0,06

Chumbo (Pb) 10

Na eftapa de procesado dos alimentos, aparte de comprobar que 0s
productos estdn libres de metais tdxicos, ou que os metais esenciais non estdn
en concentracions tales que poidan provocar danos por envenenamento, é
preciso verificar que os metais que contenen os alimentos non alteren as
caracteristicas propias dos mesmos. Ademais, hai que eliminar a posibilidade
de que os alimentos contenan metais procedentes de fontes non alimenticias,

como poden ser 0s envases.

1.2 O papel dos metais nos humanos

Non é de extranar que o corpo humano presente unha extensa variedade de
metais en diferentes concentraciéns, posto que o medioambiente no cal
vivimos, o aire que respiramos, ad auga que bebemos e os alimentos que
inxerimos contenen unha gran cantidade deses elementos metdlicos nun
amplo rango de concentracién [2]. A maior parte dos elementos metdlicos do
corpo humano proceden dos alimentos. A concentracidn de metais que
absorbe o corpo no tracto gastrointestinal depende en gran medida do tipo

de dieta, asi como da nosa saude e da xenética. A fibra presente nos
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alimentos, por exemplo, pode inhibir a absorcidn de certos elementos
metdlicos, mentras que o dcido ascdrbico, algiuns compostos orgdnicos,
axentes quelantes ou dcidos a facilitan. Certos metais compiten por ser
absorbidos, como é o caso do cobre co ferro e co cinc, o selenio co mercurio
ou o0 molibdeno co cobre. A acumulacién de metais no corpo humano non é
uniforme. O ril, por exemplo, acumula cadmio con mdis facilidade que
chumbo, o cal se retén preferenfemente no sangue. O cromo, non obstante,
concéntrase principalmente no tecido muscular, mentras que sé unha
peguena fraccidon se aimacena no ril. Non obstante, non tédolos metais que
inxerimos se retenen. A pesar de que a maioria se absorben nun primeiro
momento, eliminanse posteriormente por medio da sUor, urina, excrecion biliar,
pelo ou pel. A Tdboa 2 recolle a concentracion dalguns elementos metdlicos
nos fluidos e tecidos corporais [1].

A pesar da gran cantidade de metais presentes no corpo humano, sé un
pequeno numero deles tenen interés dende o punto de vista do correcto
funcionamento do metabolismo humano. A deficiencia nalgins deses nutrintes
metdlicos esenciais pode causar lesidns bioquimicas especificas nas células do
corpo e o desenvolvemento de sinfomas clinicos especificos. A maior parte
dos restantes elementos metdlicos presentes, non tenen ningunha significancia
dende o punto de vista nutricional e poden causar danos nas funcidns

corporais.
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Tdboa 2. Concentracién de elementos traza nos fluidos e tecidos corporais

Metal Dieta Urina Suor Pelo Leite
(mg/dia)  (mg/dia) (mg/dia) (pg/g) (ng/L)
Cromo (Cr) 0,025-0,050 0,008 0,059 0,69-0,96 10-29
Manganeso (Mn) 2,0-9,0 0,225 0,097 1,0 7-120
Zinc (Zn) 13,0-25,0 0,5 5,08 167-172 316-5300
Cobalto (Co) 0,15-0,60 0,26 0,017 0,17-0,28 1-8,6
Niquel (Ni) 0,15-0,2 0,011 0,083 - 20-83
Cadmio (Cd) 0,010-0,080 0,03 - - 2-19
Chumbo (Pb) 0,070-0,300 0,03 0,256 2,8-4,8 12-30
Mercurio (HQ) 0,002-0,030 0,015 0,0009 18-19 1-6
Arsénico (As) 0,055-0,090 0,195 - - 36
Aluminio (Al) 9,0-14,0 0,1 6,24 S < 5-45

Os metais que tenen interés dende o punto de vista nutricional divindense
en dous grupos, dependendo da cantidade dos mesmos que € precisa parda o
correcto funcionamento do metabolismo humano. Asi, denominanse
macronutrintes o calcio, potasio, sodio e magnesio e micronutrintes, o ferro,
cinc, manganeso, cobre, molibdeno, cobalto, cromo, silicio, niquel e selenio.
Con respecto 6s metais para os cales a esencialidade no metabolismo
humano ainda non foi establecida, hai que dicir que existen tamén dous
grupos, un dos cales estd constituido por aqueles metais involucrados
nalgunhas reacciéns celulares, como son o cadmio, arsénico, estroncio,
vanadio e estano e un segundo grupo composto por aqueles metais que non
tenen ningunha funcidén metabdlica conecida, como son o chumbo, mercurio,
anfimonio e litio entre outros [3]. A Tdboa 3 recolle a clasificacidon de ditos

elementos [1].
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Tdboa 3. Clasificacion dos metais no corpo humano

Grupo Metal Grupo Metal
Calcio (Ca) Bario (Ba)
Potasio (K) Arsénico (As)
Macronutrintes ) Metais non esenciais _
Sodio (Na) Estroncio (Sr)
que participan en
Magnesio (MQ) ., Cadmio (Cd)
reaccions celulares
Ferro (Fe) Estano (Sn)
Cinc (Zn) Vanadio (V)
Manganeso (Mn) Chumbo (Pb)
Cobre (Cu) Mercurio (Hg)
Micronutrintes | Molibdeno (Mo) Metais sen funcion |Bismuto (Bi)
Cobalto (Co) metabdlida Antimonio (Sb)
Cromo (Cr) conecida Berilio (Be)
Niquel (Ni) Litio (Li)
Selenio (Se) Titanio (Ti) e outros

En canto & toxicidade dos elementos metdlicos, non sempre & posible
realizar unha distincién entre esenciais e toxicos, posto que tddolos metais son
probablemente téxicos se son inxeridos en elevadas concentracions. Nalgunha
ocasion, a marxe entre toxicidade e deficiencia é lixeira, como no caso do
selenio. Ademais, non resulta sinxelo considerar a toxicidade dun elemento
metdlico ailladamente, posto que en condicidns normais tddolos metais
interaccionan entre si.

Asi € o caso do cadmio, cuxos efectos fisioldxicos e toxicidade estd
intrinsicamente relacionada coa concentracidon de cinc presente. A funcion
celular do cinc vese afectada pola presencia de cobre e cobalto, ou incluso
do molibdeno e cinc. A pesar disto, é posible diferenciar entre elementos que
se conece con certeza que son esenciadis e aqueles que dan lugar a sinfomas

de toxicidade severa incluso a concentracions moi baixas e que non tenen
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ningunha funcién beneficiosa para o organismo humano. O cadmio, mercurio
e chumbo son incluidos a miudo neste Ultimo grupo, a pesar de que o cadmio
poderia ser incluido algun dia dentro do grupo dos metais esenciais. Hoxe en
dia, son os tres metais toxicos mdis frecuentemente atopados nos alimentos, e

foron os responsables de graves episodios de envenenamento [1].

1.3 Funcion e toxicidade do cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel para o
home.

1.3.1 Cadmio

O cadmio nos alimentos

A pesar de que o cadmio se atopa na maior parte dos alimentos, a sua
concentracién é moi baixa, excepto nos casos de contaminacion. As
concentraciéns de cadmio presentes nos diferentes tipos de alimentos
mostranse na Taboa 4 [1]. O contido mdximo de cadmio en productos

alimenticios estd regulado pola Unidn Europea, e mdstrase na Taboa 5 [4].

Tdboa 4. Concentraciéon de cadmio presente nos diferentes tipos de alimentos

Alimento [Cd] (ug/9)
Carne 0,002-2,000
Peixe 0,017-0,913
Cereais 0,002-0,043
Vexetais 0,002-0,051
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Taboa 5. Niveis maximos permitidos de cadmio en productos alimenticios

Producto alimenticio Contido maximo
(Mg/g peso fresco)

Carne de vaca, ovellas, porcos e aves de curral 0,05

Carne de cabalo 0.2

Figado de vaca, ovella, porco e aves de curral 0,5

Riles de vaca, ovella, porco e aves de curral 1,0

Peixe 0.05-0,1

Moluscos bivalvos 1.0

Crustaceos 0,5

Cefalépodos 1.0

Cereais (excluidos o salvado e o xerme) 0.1

Salvado, xerme, trigo e arroz 0,2

Hortalizas (excepto hortalizas de folla) 0,05

Hortalizas de folla, herbas aromdaticas e setas 0.2

Hortalizas de raiz e patacas (peladas) 0,1

Funcidn e toxicidade do cadmio no ser humano
Aproximadamente, un 6 % do cadmio inxerido en bebidas e alimentos é
absorbido polo corpo en condicidns normais. Unha vez no corpo, o cadmio é
transportado cara o figado polo sangue. Ali Unese a proteinas, entre elas &
metalotionina, unha proteina de baixo peso molecular que estd involucrada
no transporte e aimacenamento selectivo dunha gran variedade de metais.
Peguenas cantfidades deste complexo proteina-cadmio pasan de xeito
continuo do figado ¢ torrente sanguineo, para ser transportado 6s riles e
filtrado a través dos glomérulos, causando danos no mecanismo de filtracion.
Posteriormente é reabsorbido e almacenado nas células tubulares dos riles [5].
Unha pequena fraccion € expulsado a tfravés dos riles ou en forma de
feces, pero a maioria permanece no corpo. Polo tanto, a vida media bioldxica

do cadmio € longa, en torno a uns 40 anos. A inxesta de cadmio por medio
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dos alimentos provoca nauseas, vomitos, calambres abdominais, dor de
cabeza e diarrea. Unha inxesta prolongada deste metal causa danos no
sistema renal e enfermidades éseas que poden derivar en debilidade ou
derrumbamento do esqueleto. A pesar de que ainda non hai evidencia de
gue unha inxesta de niveis elevados de cadmio poida derivar en cancro, unha
exposicidon prolongada, como o caso de fraballadore expostos a vapores de
oxido de cadmio, pode ter este efecto. A toxicidade do cadmio pode ser
reducida mediante a inxesta simultdnea doutros metais, como cinc, ferro,
mercurio, cobalto, cobre e selenio, debido & competencia entre eles por

enlazarse & metalotionina [6].

1.3.2 Chumbo

Chumbo en alimentos

O chumbo é un ingrediente normal da nosa dieta. Estd presente en tddolos
alimentos e bebidas, nalgun dos casos como un componente natural e
noutros como un aditivo anadido durante o procesado dos alimentos. As
concentraciéns de chumbo presentes nos diferentes tipos de alimentos
refléxanse na Tdboa 6 [1]. Na Tdboa 7 recdllense os niveis maximos de chumbo

permitidos en alimentos segin a Unién Europea [4].

Taboa 6. Concentracién de chumbo presente nos diferentes tipos de alimentos

Alimento [Pb] (ug/9)
Leite 0,01-0,08
Carne 0.01-0,70
Peixe 0.01-0,70
Cereais 0,01-0.,81
Vexetais 0.01-1,5
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Taboa 7. Niveis mdximos permitidos de chumbo en productos alimenticios

Contido mdaximo
Producto alimenticio
(Mg/g peso fresco)

Carne de vaca, ovellas, porcos e aves de curral 0.1

Desfeitos comestibles de vaca, ovellas, porcos e aves 0,5

Peixe 0,2-0,4
Moluscos bivalvos 1.5
Crustdceos (excepto a carne oscura de cangrexo) 0,5
Cefalépodos (sen visceras) 1,0
Cereais, verduras e legumes secas 0,2

Hortalizas (excepto herbas frescas e setas) e patacas 0,1

Hortalizas e setas cultivadas 0,3
Froitas (excepto baias e froitas pequenas) 0,1
Froitas pequenas e baias 0,2

Funcidn e toxicidade do chumbo no ser humano
S6 arredor do 10 % do chumbo inxerido € absorbido polos adultos, mentras
que 0s nenos ata 8 anos poden absorber ata un 25-53 %. Entre os factores que
inflien na absorcidn poden citarse a forma quimica na cal se atopa o chumbo
nos alimentos, a presencia doutros metais ou o contido en graxa da dieta. Asi,
unha deficiencia de calcio ou ferro, incrementa a absorcion do chumbo, do
mesmo xeito que o fai unha dieta rica en carbohidratos e pobre en proteinas.
Os efectos do chumbo no corpo humano estdn relacionados con catro
sistemas de organos: hemohepdtico, nervioso, gastrointestinal e renal. O
envenenamento agudo por este metal maniféstase principalmente con
efectos gastrointestinais como anorexia, dispepsia e estrenimento seguidos de
ataques cdlicos cunha intensa dor abdominal. Con respecto &6 sistema

nervioso, pode provocar deterioro mental ou conducta agresiva. Non

11




INTRODUCCION

obstante, resulta de gran dificultade establecer unha relaciéon directa entre os

niveis de chumbo no sangue e os efectos neurofisioldxicos [1,5].

1.3.3 Cobadlto

O cobalto nos alimentos

Os niveis de cobalto en alimentos son moi baixos. Niveis maiores atépanse en
bebidas como a cervexa, onde se utilizan as sUas sales como aditivos para
mellorar as propiedades espumosas da mesma. Na Tdboa 8 recdllense as

concentracions de cobalto atopadas nos diferentes tipos de alimentos [1].

Taboa 8. Concentracién de cobalto presente nos diferentes tipos de alimentos

Alimento [Col (vg/9)
Carne 7.8 x103
Peixe 0,032
Cereais 0,025
Vexetais 0,046

Funcidn e toxicidade do cobalto no ser humano

O cobalto forma parte da cobalamina ou vitamina B2, que ten gran
importancia na formacién dos tecidos da médula ésea. O corpo humano
contén aproximadamente uns 5 mg desta vitamina e unha deficiencia da
mesma pode provocar anemia ou incluso afectar ¢ sistema nervioso [3]. En
tales casos, a inxesta do metal non € suficiente, posto que sé& os
microorganismos son capaces de incorporar o metal & vitamina. A presencia

do metal no organismo en cantidades elevadas resulta toxica.
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1.3.4 Cromo

O cromo nos alimentos

Actualmente non se dispdn de moitos datos fiables en relacion ¢ contido en
cromo de alimentos e bebidas, debido & dificultade que presenta a
determinacién deste elemento en tales matrices. Contaminacion durante a
etapa de preparacidén da mostra, correccion de fondo inadecuada durante @
medida de absorcidon atémica ou o uso de materiais de referencia certificados
non adecuados foron a causa do descarte de resultados publicados sobre a
determinacion de cromo en mostras de alimentos. Na Tdboa 9 recdllense as

concentraciéns de cromo nalguns tipos de alimentos [1].

Tdboa 9. Concentracién de cromo presente nos diferentes tipos de alimentos

Alimento [Cr] (ug/9)
Leite <0,02
Carne 0.05-0,95
Peixe 0,05-0,15
Cereais 0.,02-0,30
Vexetais 0.,05-0,20

Ainda que non existen cantidades dietéticas especificas recomendadas
para o consumo do cromo, a inxesta diaria do cromo adecuada e segura

mostrase na Taboa 10 [1].
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Tdboa 10. Inxesta diaria de cromo adecuada e segura para a sadde

Idade Cantidade de cromo
(anos) (ng/dia)

0-1 0,1-0,5

1-13 11-25

14-18 24-35

19-50 25-35

> 50 20-30

Funcién e toxicidade do cromo no ser humano
O mecanismo mediante o cal o cromo que contenen os alimentos €&
absorbido polo intestino non se conece con total certeza. Sé arredor dun 0,5-
1,0 % do cromo frivalente e aproximadamente un 2 % dos cromatfos se
incorporan ¢ fluxo sanguineo. A cantidade de metal absorbida depende da
forma quimica na cal se atope presente e a presencia doutros metais, entre os
cales se poden citar o ferro, manganeso, vanadio ou incluso o cinc, inhibe a
absorcién do mesmo. O cromo acumulase principalmente nos riles, bazo, dsos
e outros érganos, e € expulsado por medio da urina ou incluso da bilis ou feces.
O contido en cromo dos tecidos diminUe coa idade, salvo no caso dos
pulmdns en zonas onde a contaminacién ambiental por cromo é elevada [1].
O cromo é un nutrinte traza esencial no home. A sUa esencialidade non se
descubriu ata 1960 e ainda hoxe se conece relativamente pouco acerca das
sUas funciéns bioldxicas. O cromo intervén no metabolismo da glucosa, posto
que forma parte do factor de tolerancia & glucosa, o cal potencia a accién
da insulina, encargada de posibilitar a enfrada dos hidratos de carbono
sinxelos nas células para poder ser utilizados e tfransformados en enerxia. Se a
insulina é escasa ou non funciona de xeito adecuado, a glucosa acumulase

no sangue, producindo o que se denomina hiperglucemia (niveis por enriba
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do normal da glucosa no sangue) [3]. Tamén participa no metabolismo dos
lipidos e atribUeselle a propiedade de poder controlar os niveis de colesterol
no sangue e impedir a formacién de placas nas paredes das arterias.
Contémplase a posibilidade de que o cromo sexa capaz de inhibir a accidon
da enzima encargada de regular a velocidade de formacion do colesterol.
Alguns estudios afirman que dependendo da concentracién do cromo éste
sexa capaz de inhibir ou estimular a accién de dita enzima. Polo tanto, unha
deficiencia do mesmo pode causar danos cardiacos. O cromo (lll) é capaz de
enlazarse 6s Acidos nucleicos, de maneira que pode provocar a sintese de

material xenético anormal nas células.

1.3.5 Niquel
O niquel nos alimentos
As concentracions de niquel presentes nos diferentes tipos de alimentos,

refléxanse na Taboa 11 [1].

Tdboa 11. Concentracion de niquel presente nos diferentes tipos de alimentos

Alimento [Ni] (ng/9)
Leite <0,02
Carne 0,05-1.1
Peixe 0,05-1,1
Cereais 0,10-0,30
Vexetais 0,05-0,30

Funcion e toxicidade do niquel no ser humano
O niguel € un metal que apenas se absorbe a fravés dos alimentos e s6 entre o
3 e o 6 % do metal inxerido se retén no corpo. A excrecion do mesmo

prodUcese principalmente a través das feces, e unha pequena parte por
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medio da urina. Non se acumula en ningun érgano en particular, senon que se
distribue do mesmo xeito por tédolos tecidos do corpo. E un metal dos que se
consideran esenciais para o home, posto que forma parte e activa diferentes
enzimas, como é o caso da ureasa, carboxilasa ou acetil coenzima A [3]. A
pesar de que aparentemente non é un metal téxico para o home, a aparicién
de casos de cancro no tracto respiratorio e dermatites en traballadores das
refinerias de niquel, fixo que cobrara gran importancia o estudio dos posibles

efectos tdxicos deste metal [1,2].
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2. PROCEDEMENTOS DE PRECONCENTRACION

O nivel de concentracidon no cal moitos analitos de interés se atopan nas
mostras (orde de ug/g ou menor) fai imposible a determinacién directa dos
mesmos polas técnicas mdis habituais. Este feito obriga a introducir unha
etapa previa de preparacion da mostra na cal o analito se concentra con
respecto & concentracion que presenta na mostra orixinal. Esta etapa
xeralmente implica unha separacién do analito do resto da matriz .

A inclusion da etapa de preconcentracidon no método de andlise permite o
emprego de técnicas sinxelas e asequibles a tddolos laboratorios.

Os procedementos mdis frecuentemente empregados para a
preconcentracion de analitos inorgdnicos, clasificanse distinguindo entre
agueles métodos nos cales a matriz se transfire a outra fase e aqueles nos

cales o que se transfire a outra fase son os elementos traza a determinar [7].

- Transferencia da matriz a outra fase
- Evaporacién do disolvente
- Didlise
- Transferencia dos analitos a outra fase
- Destilacion
- Extraccion liguido-liquido
- Precipitacion
- Utilizacién de reactivos quelantes ou de cambio idnico
- Atrapamento en adsorbentes
- Atrapamento crioxénico

- Deposicidon electrogquimica
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Neste traballo de investigacion, o procedemento de preconcentracion

gue se vai empregar € a utilizacidon dunha resina quelante.

2.1 Utilizacion de reactivos quelantes ou de cambio idnico

O emprego de intercambiadores anidénicos ou catidénicos € un procedemento
que permite a preconcentraciéon dos compostos inorgdnicos cargados [8-10].
Existen diferentes tipos de resinas de intercambio idnico, segin o grupo

funcional:

- Resinas catidnicas de dcido forte: xenéranse por sulfonacion do
polimero con &cido sulfurico. O grupo funcional é o dcido sulfénico.

- Resinas catidnicas de dacido débil: o grupo funcional € un d&cido
carboxilico, presente nun dos componentes do copolimero,
principalmente o dcido acrilico ou metacrilico.

- Resinas anidnicas de base forte: obtéhense a partir da reaccidon de
copolimeros de estireno-divinilbbenceno (DVB) clorometilados con
aminas terciarias. O grupo funcional € unha sal de amonio cuaternaria.

- Resinas anidnicas de base débil: son resinas funcionalizadas con grupos

de amina primaria, secundaria ou terciaria.

As resinas quelantes poden considerarse un fipo de resina de infercambio
idbnico na cal o grupo funcional ten as propiedades dun reactivo especifico.
Estas resinas diferéncianse das resinas de intercambio ibnico convencionais
pola sua gran selectividade e pola fortaleza coa cal forman quelatos cos
diferentes ions metdlicos. Os dtomos mais frecuentes a través dos cales forman

enlaces de coordinacidén cos metais son xofre, nitrdxeno, osixeno e fosforo. As
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propiedades selectivas das resinas quelantes bdsanse fundamentalmente na
natureza do grupo quelante e na disposicidon dos mesmos na matriz da resing,
asi como no tamano, carga e outras propiedades fisicas dos ions. O proceso
de retencidn nunha resina quelante € mdis lento que nunha resina de
infercambio iénico, posto que a velocidade & cal se retenen os ions depende
non s6 da difusidén, senon tamén da cinética das reaccidns de formacién de
complexos. As mellores caracteristicas cinéticas son as que mostran os
adsorbentes basados en polimeros con estructuras macroporosas ou
macrorreticulares (MR) [11].

As resinas quelantes prepdranse a partir da inmobilizacién do ligando na
matriz polimérica da resina e € preciso que o axente complexante a incorporar
na matriz polimérica forme un sistema estable con dita matriz, que dita
estabilidade se mantena nun amplo rango de pH e que o soporte sélido sexa
guimicamente estable e posUa unha estructura compacta, 6 igual que o
grupo guelante, de xeito que a formacién do quelato metdlico cos diferentes
ions non esté impedida pola matriz polimérica.

O procedemento de preconcentracion conleva unha etapa de retencién
do analito ou analitos sobre o material intercambiador ou quelante a través de
mecanismos de cambio ionico ou de formacion de quelatos, seguida dunha
segunda etapa de elucién do analito da columna mediante disoluciéns
dcidas ou complexantes adecuadas.

Este procedemento de preconcentracidén, en principio, proporciona
factores de preconcentracidon elevados. A relacidon entre os volumes de
retencién e elucion, permite o cdlculo do factor de preconcentracién tedrico,
pero existen dous factores que impiden que se acade dito valor: a

capacidade da columna e o efecto lavado. A capacidade da columna
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definese como a cantidade mdxima de analito ou analitos que é capaz de
reter a fase reactiva. Esta capacidade depende da canfidade de grupos
activos da fase intercambiadora ou quelante e da relacion estequiométrica
grupo activo-analito, no equilibrio que ten lugar sobre o sélido. O efecto
lavado, por outra parte, provoca que a eficiencia do sistema preconcentrador
diminla a medida que aumenta o volume de disolucién que pasa 6 seu
través. Isto débese a unha debilitacion das forzas de unidn entre os sitios
activos do soporte e os analitos, pola solvatacién co disolvente. Este factor ten
unha maior influencia sobre o factor de preconcentracion que a capacidade
da columna, posto que o baixo nivel de concentracidon dos analitos fai moi
dificil chegar a saturala [7].

Existen unha gran variedade de resinas quelantes comerciais, ainda que a
sintese das mesmas no laboratorio por modificacidn doutras resinas ou
adsorbentes tamén foi moi empregada [12-18]. As resinas quelantes de maior
aplicabilidade andlitica son as que posten o0s grupos quelantes

iminodiacetato, ditiocarbamato, 8-quinolinol e grupos poliéter ciclicos.

= Grupos iminociacetato

As resinas que contenen o grupo dcido iminodiacético como grupo funcional
son as mdis empregadas & hora de separar os metais de transicion doutros
elementos [19-24]. Existen comercialmente baixo diferentes nomes, entre eles:
Chelex 100, Dowex A-1, IRC-718(XE-318), Amberlita IRC748, Serdolit Chelite Che,
Duolite ES-466, Diaion CR-11, Ligandex 1, Lewatit TP-207, Permutit S-1005,

Muromac A-1, etc.
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» Grupos ditiocarbamato

O amplo emprego desta resina débese a que € capaz de reter selectivamente
por formacién de complexos ata un total de 52 elementos [25]. Algunhas
resinas comerciais que posuen este grupo funcional son Sumichelate Q-10 ou

ALM-125.

» Grupos 8-Quinolinol

Entre as resinas quelantes que contenen o grupo 8-quinolinol (oxina), a mdis
conecida comerciaimente €& a Spheron Oxine-1000 [26]. Esta resina
fundaméntase nunha matriz  polimérica de  hidroximetacrilato e
etilendimetilacrilato, e o grupo funcional enldzase a dita matriz a través dos

grupos azo.

= Grupos poliéter ciclicos

Este tipo de resinas quelantes prepdranse a partir da incorporacién de éteres
coroa, criptatos e poliéteres non ciclicos en matrices poliméricas, como o
estireno-divinilbenceno, silica ou formaldehido policondensado. O enlace
entre o metal e a resina ten lugar a través do dipolo C-O e conécense

comercialmente as resinas Kryptofix 221B e 222B.

Na Tdboa 12 méstranse as propiedades dalgunhas resinas quelantes.
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Taboa 12. Propiedades dalgunhas resinas quelantes

Grupo funcional

Matriz

Selectividade

Acido

iminodiacético

Ditiocarbamato

8-Quinolinol

Poliéter ciclico

(dibenzo-24-coroa-8)

Acido aminofosférico

Poliditiocarbamato

Tiol

Cisteina

Aminometilfosfénico

Poliestireno-DVB

Poliestireno- DVB

Poliestireno- DVB

Poliestireno- DVB

Poliestireno- DVB

Poliamina-poliurea

Poli(glicidilmetacrilato)

Poliacrilonitrilo

Poliestireno- DVB

Cu(ll)>Pb(ll)>Fe(ll)>Al(lll)>
>Cr(ll)>Ni(l)>Zn(ll)>Ag(l)>
>Co(ll)>Cd(ll)>Fe(ll)>Mn(ll)>
>Ba(ll)>Ca(ll)>>Na(l)
Cu(ll)>Ni(ll)>Co(ll)>Zn(l)

Fe(lll), Cu(ll), U(V)) a pH 28;
Hg(ll), Ni(ll), Co(l) a pH 4,0;
Al(ll), Zn(ll) a pH 4,8, Cd a pH
6,1; Mg(ll) a pH 10,0

Cs*>Rb*>K*>Na*>>Li*>|>Br

Pb(Il)>Cu(ll)>Zn(ll)>Cal(ll)>
>Cd(ll)>Ni(ll)>Co(ll)
Ag(l)>Hg(ll)>Cu(ll)>Sb(lll)>
>Pb(Il)>Cd(ll)>Ni(ll)>Zn(ll)>Co(ll)
Ha(Il)>Sb(ll)>Ag(l)>Cu(ll)>Pt(IV)
Au(lll)>Ag(l)>Hg(ll)>Pt(IV)>Mo
Pb(ll)>Cu(ll)>Zn(ll)>Mg(ll)>Cal(ll)>
>Cd(Il)>Ni(ll)>Co(ll)>Sr(ll)>Ba(ll)
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3. METODOS DE PREPARACION DE MOSTRAS SOLIDAS

O proceso andlitico estd constituido por diferentes etapas. Mentras que
algunhas delas, como a medida e transduccion do sinal instrumental ou a
recollida e procesado dos datos, son comuns a tddolos procesos analiticos, as
que preceden & inserciobn da mostra no instrumento de medida, como a
disolucién, preconcentracion, separacion ou derivatizacién, varian de proceso
a proceso.

A maior parte das técnicas analiticas para a determinacién de metais en
productos de natureza alimenticia requiren a preparacién da mostra antes da
sUa insercion no instrumento de medida. Certas bebidas, entre elas a auga,
constitUen unha excepcidn, posto que se pode determinar o contido dalgins
elementos metdlicos nas mesmas aplicando directamente colorimetria ou
outras técnicas analiticas, sen tratamento previo. A etapa de tratamento ou
preparacion da mostra, é a etapa que mdis dificultade e erros acarrea 6
proceso global. A maioria destes procesos Iévanse a cabo de xeito manual e
son tratamentos complexos, tediosos e dificiles de controlar sistemdticamente,
resultando asi a fonte de erros e problemas de contaminacion mdis frecuente
no proceso analitico.

A preparacion das mostras para a determinaciéon do contido metdlico
presente nas mesmas pode levarse a cabo de diferentes maneiras en funcion
do fipo de mostra e do tipo de andlise que se queira realizar. Os principais
procedementos a seguir na preparacion das mostras para a andlise de metais

nas mesmas son os seguintes [27]:
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- Degradar e disolver a matriz da mostra, liberando os metais da mesma

para a sua posterior determinacién (disolucion).

- Destruccion da matriz da mostra (dixestion).

- Separar o analito ou analitos doutras especies que poidan interferir na
andlise (separacion)
- Enriguecer a mostra con respecto s analitos que se atopan en moi

baixa concentracion, para obter asi a concenfracion adecuada dos

mesmos para a andlise (preconcentracion).

Na preparacion da mostra para a andlise non sempre € preciso levar a
cabo todos estes procedementos, senon que habitualmente sé se precisan un
ou dous. Na Figura 1 modstrase un esquema do procedemento a seguir na

preparacion da mostra sélida para a determinacién do contido metdlico da

mesma.

Preparaciéon da
mostra bruta:
moido, tamizado e
homoxeinizacién

Disolucion/
extraccion do
analito

Preconcentracion, se
a concentracion de
analito € moi baixa

para a determinacién

Medida
analitica

Figura 1. Esquema da preparacion da mostra sélida para a determinaciéon de

metais

Os diferentes métodos para levar a cabo a preparacion da mostra sélida

poden clasificarse en funcidn da enerxia utilizada, e recdllense na Figura 2.
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ENERXIA AUXILIAR EMPREGADA PARA A PREPARACION DA MOSTRA

CALOR | | MICROONDAS | | ULTRASONS | | SEN ENERXIA
- DIXESTION ) ]
’ - DIXESTION - DISOLUCION EXTRACCION
HUMIDA , CON FLUIDOS
- CALCINACION - EXTRACCION _ EXTRACCION SUPERCRITICOS

Figura 2. Métodos para a preparacion da mostra sélida, en funcidon da enerxia

empregada

3.1 Tratamento da mostra sélida empregando quentamento convencional:
dixestion hUmida

O proceso de transformacion dunha mostra sélida en fase liguida pode
realizarse con ou sen cambio quimico. Dado o escaso numero de sustancias
gue se poden poner en disolucidn sen ter que recurrir & reaccién quimica, o
mdis habitual & empregar dcidos en orde crecente de complexidade: dcidos
diluidos (en frio ou en quente), dcidos concentrados (en frio ou en quente) e
mesturas dos mesmos entre si ou con outros componentes de caracteristicas
oxidantes, complexantes, etc. A figura 3 ilustra a sistemdtica a seguir no
tratamento da mostra con dcidos. O dcido elexido para levar a cabo a
dixestion hUmida depende da natureza da mostra, do analito a determinar e

do método de determinacién proposto. O dcido nitrico € o reactivo case
universal empregado nas dixestions [28], posto que non dd lugar a
interferencias na maioria das determinacidons e atdépase disponible
comercialmente nun elevado grao de pureza. Nos casos nos que este dcido

non é suficiente, adoita empregarse combinado con perdxido de hidroxeno
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e/ou dcido clorhidrico ou perclérico [29-32] para mellorar a calidade da

dixestion.
METAIS MAIS
L » ELECTROPOSITIVOS
—»|  DILUDOS QUE O HIDROXENO
p| CONCENTRADOS -RECIPENTES ABERTOS
EN QUENTE -RECIPENTES PECHADOS
. L (A REFLUXO OU PRESION)
ACIDOS -ULTRASONS
> -FORNO MICROONDAS
MESTURA DE ACIDOS,

— ACIDOS +
OUTROS AXENTES

Figura 3. Tipos de dcidos en orde crecente de reactividade que se empregan

no tratamento da mostra

3.2 Calcinacioén
A via seca constitie un dos métodos mdis importantes para a eliminaciéon da
materia orgdnica e posterior posta en disolucidén do residuo por tratamento
con dcidos diluidos inorgdnicos ou orgdnicos. Os procedementos de
calcinacién mais empregados son os que se indican a continuacion [7]:

- Combustidn nun forno a elevadas temperaturas

- Combustidn en presencia de osixeno

- Combustion con osixeno activado por un campo de frecuencia

magnética de alta frecuencia: plasma frio
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Se se comparan as vantaxes e desvantaxes que proporcionan a via seca e
a via humida, cabe destacar que, polo xeral, a via hiUmida require unha maior
adicacién por parte do operador, mentras que o tempo requerido para o
proceso global € menor. Na via humida utilizanse pequenas cantidades de
mostra e relativamente grandes volumes de reactivos mineralizantes, o que
implica que se estes contefien impurezas, a contaminacién da mostra pode
ser un dos problemas mdis graves. No caso da via seca, o tempo que o
operador adica 6 proceso adoita ser minimo, mentras que as cantidades de
mostra utilizadas acostuman ser relativamente elevadas. A perda de analitos
voldtiles, a posible interaccién das cinzas formadas coas paredes do recipente
empregado e a contaminacién da mostra por particulas suspendidas no aire
orixinadas polos componentes do forno son os riscos de erro mdis habituais no

tocante & mineralizaciéon por via seca [33-35].

3.2.1 Combustion nun forno a elevadas temperaturas

A forma mdis convencional de levar a cabo este tipo de tratamento consiste
en someter a mostra, debidamente pesada e situada nun recipente
adecuado, a temperatura elevada confrolada coa axuda dun forno ou mufla
[36-39]. As temperaturas que se aplican xeralmente oscilan entre os 500-550 °C.
Os analitos de maior risco de perda por volatilidade neste proceso son S, Se, P,
As, Sb, Ge, Te, Hg, Cd, Pb e Zn. En moitos casos o risco de perda por
volatiidade non depende Unicamente das caracteristicas do analito, senon
tamén dos componentes da maitriz [7]. Un exemplo disto constitieo o chumbo,
cuxa perda en ausencia de cloruros non se produce se non se aplican

temperaturas de mineralizaciéon superiores a 700-750 °C, mentras que se d
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matriz e rica en cloruros (alimentos salados, etc) os riscos de perda por
formacion de PbClz tenen lugar a partir de 450-500 °C.

O recipente que se emprega para levar a cabo a calcinacién € o crisol de
porcelana, platino, cuarzo, etc. Recoméndase tapar o crisol para evitar que as
cinzas voen. A forma mdais habitual de comprobar se a mineralizacién foi
cuantitativa consiste en avaliar a variacién do peso da mostra co tempo.
Cando o peso da mostra permanece constante, considérase que o proceso
rematou. O osixeno da atmdsfera actia como axente oxidante e as cinzas
residuais estdn constituidas xeralmente por dxidos de metais, sulfatos, fosfatos,

silicatos e outras sales pouco voldtiles.

3.2.2 Combustion en presencia de osixeno

A combustibn en presencia de osixeno é un procedemento de
descomposicion que elimina moitos dos problemas potenciais en canto &
contaminaciéon da mostra, posto que o Unico reactivo que se emprega € o
osixeno gaseoso, que estd disponible comercialmente nun elevado grao de
pureza. Este tipo de combustidon pode levarse a cabo a presibn atmosférica
(en recipentes abertos) ou a elevada presion (nun recipente pechado). A
combustidon a presidon atmosférica é relativamente sinxela de levar a cabo,
pero ten a desvantaxe de que se pode producir a perda de elementos
voldtiles. Este risco de perda por volatiizacién eliminase no caso da
combustion a elevada presion, posto que neste caso, a combustion ten lugar
nun recipente pechado no cal se infroduce o osixeno ata unha determinada
presion. A mostra & sometida a combustion coa axuda dun dispositivo de

detonacion (alambre de ignicién) [27].
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3.2.3Combustion con osixeno activado por un campo de frecuencia

magnética de alta frecuencia: plasma frio
Moitos dos problemas de perdas inherentes 6 emprego da mineralizacién a
temperatura elevada poden evitarse facendo uso do osixeno activado. O
osixeno activado consiste nunha mestura de atomos, ions e moléculas nun
estado electronico fundamental e/ou excitado. Posie un tempo de vida da
orde de un segundo, a partir do cal se convirte en osixeno molecular. O
aspecto de maior importancia € a sua alta reactividade, que provoca unha
reaccion de oxidacion mdis uniforme que o osixeno normal, permitindo a
eliminacién da materia orgdnica a temperaturas da orde de 120 °C, en
contraste coa temperatura de 500 °C requerida cando se emprega osixeno
non activado.

As vantaxes desta técnica son a diminucion drdstica dos riscos de perda
por volatilizacidén e por interaccion mostra-recipente, que tamén son menores
debido & baixa temperatura do proceso. Unha limitacidon importante deste
tipo de mineralizaciéon é o tratamento de pequenas cantidades de mostra,
posto que do contrario, o osixeno activado non ten tempo de penetrar no
interior da mostra, sendo dificil a oxidacion cuantitativa da materia orgdnica
da mesma. Outras desvantaxes importantes son o elevado tempo de
mineralizaciéon requerido e o nUmero limitado de mostras que se poden
mineralizar simultdneamente, que unidas ¢ elevado custo do equipo,
provocan a dificultade da implementacion desta técnica na andlise de rutina

[7].
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3.3 Tratamento da mostra sélida empregando a enerxia de microondas

A utilizacion dos microondas é de gran utilidade tanto nos fogares como nos
laboratorios analiticos, ben para o quentamento da comida nos primeiros ou
ben para a preparacion dunha mostra para a sua andlise, nos segundos.

A radiacién de microondas estd situada no espectro electromagnético
enfre a luz infrarroxa e as radiofrecuencias, e o seu intervalo de frecuencias
oscila entre 300 MHz e 300 GHz, que corresponde a lonxitudes de onda entre 1
m e 1 cm. Neste intervalo a radiacién interacciona coa materia provocando
o desplazamento dos ions e transitos nos niveis enerxéticos de rotacion das
moléculas. Caracterizase por unha elevada penetrabilidade nos materiais, asi
como pola sUa rapidez, doada manipulacion e rdpida transferencia &
totalidade da mostra sen sobrequentamento da superficie [40].

O uso do microondas revolucionou a etapa de preparacidn da mostra
para a posterior determinaciéon mediante absorcidon atdémica, ICP ou outras
técnicas, logrando maior velocidade e permitindo traballar en condicidons mais
limpas.

Os procesos mdais importantes levados a cabo utilizando a enerxia de
microondas son a extraccion (extraccién asistida por microondas, MAE) e a
dixestion. No primeiro caso, faise uso de disolventes orgdnicos para extraer os
componentes orgdnicos da mostra, mentras que na dixestion se empregan
dcidos para disolver a mostra, destruindo a parte orgdnica para a andlise

insfrumental [41].
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O sistema para a dixestion da mostra empregando a enerxia de microondas
consta dos seguintes componentes [7]:
- Xenerador de microondas (magnetrdn), que produce a radiacion de
microondas que se canaliza a través da guia de microondas
- Cavidade de microondas, onde se distribUe a radiaciéon
- Axitador da radiaciéon, cuxa mision é distribuir a enerxia de microondas
qgue recibe en tdédalas direccidns, de maneira que tena unha

distribucidon homoxénea.

Co fin de evitar os problemas derivados da falta de homoxeneidade na
distribucion da radiacién 6 longo da cavidade, os recipentes sitUanse nun

plato xiratorio (Figura 4).

Figura 4. Cavidade de microondas, coas 12 bombas de

dixestion en lina e as sondas de presion e temperatura.

Existen dous sistemas sustancialimente diferentes: un deles fai uso de

recipentes abertos de vidro ou de cuarzo (ocasionalmente de PTFE) e o outro
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emprega recipentes pechados de PTFE, polietfileno ou outros materiais e realiza
as dixestions a alta presion. Neste caso, cada bomba ten unha vdlvula de
presidn que dd saida 6s fumes acidos a través dun tubo que debe conectarse
a unha cambota extractora. A gran vantaxe que presentan os sistemas
pechados é que, ¢ traballar a alta presidon, increméntase en gran medida a
temperatura de ebulicidon e o poder de oxidacion dos dcidos, o que permite
dixerir a maior parte das mostras empregando tan sé HNOs ou HNO3+H20O2
(evitando a utilizacion de HCIO4 ou H2SO4) e a moi alta velocidade. Ademais,
evitase totalmente a contaminacion externa e recupéranse o 100 % dos
voldtiles [42]. As desvantaxes principais fronte s sistemas abertos son que non
se pode dixerir, en xeral, mdis de 1 gramo de mostra e o control dos diferentes
vasos non € independente.

Os fornos de microondas deben estar desenados tendo moi en conta as
medidas de seguridade. Asi, a cavidade do microondas debe ser capaz de
eliminar os vapores que se xeneran para evitar danos na electronica do
dispositivo. As portas deben ser resistentes a explosidns. Os reactores deben ser
transparentes & radiacion de microondas e levar incorporada unha valvula de
de seguridade para eliminar o exceso de presion que se poida xerar no seu
interior [7].

A dixestion asistida por microondas foi moi empregada como método de
preparacién da mostra nos Ultimos anos [43-49], debido d&s vantaxes que
presenta sobre la dixestion dcida convencional [50-54]:

- O tempo da dixestion reducese de xeito significativo (de 2 a 5 veces

menos)

- ReduUcese a contaminacién da mostra

- RedUcese a cantidade de mostra e reactivos a empregar
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- Reducese significativamente a perda de voldtiles (totalmente nos
sistemas pechados)

- Maior seguridade para o analista.

3.4 Tratamento da mostra solida utilizando a enerxia de ultraséns
A Quimica Anadlitica € unha das dreas quimicas onde a radiacién ultrasdnica
apenas foi usada.

Os ultrasdns son ondas sonoras que posuen unha frecuencia maior que o
intervalo de frecuencias audible polos homes (dende 1 Hz a 16 KHz). De feito, a
menor frecuencia ultrasdnica é de 20 KHz (20000 ciclos por segundo). Mentras
que as ondas electromagnéticas (ondas de radio, luz ultravioleta, raios X, etc.)
se propagan no baleiro, as ondas sonoras precisan dun medio para
propagarse, provocando ciclos de compresidon e expansidon a través dese
medio [55]. A enerxia de ultrasdns € de gran axuda no pretratamento das
mostras soélidas, posto que acelera e facilita procesos como a extraccion de
compostos  orgdnicos e  inorgdnicos, dispersion en  suspensiéns,
homoxeneizacidn e outras operacidons como a nebulizaciéon, lavado e a
derivatizacioén [56].

Os métodos expostos ata agora para o tfratamento das mostras bdsanse na
disoluciéon completa das mesmas. Non obstante, existen numerosos casos Nos
cales a informacién requerida (por exemplo, o contido en metais unidos &
matriz) non xustifica a necesidade de disolver totalmente a mostra.

A lixiviaciéon asistida por ultraséns € un procedemento adecuado para
extraer analitos de diferentes tipos de mostras. A influencia de elevadas
temperaturas (que melloran a solubilidade e a difusividade) e presidons (que

favorecen a penetracién e o transporte) incrementan o poder de extraccién
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do extractante empregado. En moitas ocasidons, a lixiviacion asistida por
ultraséns € unha alternativa rdpida, barata e eficiente ds técnicas de
extraccién convencionais, ou incluso & extraccién asistida por microondas ou
con fluidos supercriticos [41].

Os ultraséns poden aplicarse a sistemas quimicos mediante banos ou
sondas (Figura 5). Ambos sistemas estdn basados nun transductor
electromagnético como fonte da enerxia de ultraséns, normalmente
operando & frecuencia fixa de 20 KHz. Un factor importante que condiciona a
eficacia da extraccién é a posicion do recipente onde ten lugar a extraccién
dentro do bano de ultrasdns. Asi, no caso de que o bano tena un Unico
transductor situado na sua base, a maxima eficacia da extraccion terd lugar
cando o recipente se coloque xusto enrriba do transductor, € dicir, os efectos
da radiacién son maiores canto mdis preto se sitUe o recipente de extraccion

do transductor de enerxia.

Recipente no Auga Transductor
interior do bano

Xenerador

|°“que de Transductores . : . rop Isor
. P V]

. . . uentador .

i i idabl Q I | OpCIondl intercambiable

Figura 5. Esquema dun bano e dunha sonda de ultrasons.
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A pesar de que os banos de ultrasdns son madis empregados, as sondas
proporcionan mellores resultados debido & uniformidade na transmision dos
ultraséns, posto que a enerxia se aplica directamente no recipente onde ten
lugar a extracciéon (non se propaga do medio ¢ recipente) e a que non sufren
fendbmenos de "agotamento” da enerxia. Ainda asi, en moitos casos, o
pretratamento da mostra para a extraccién de metais sigue levéndose a cabo
empregando banos de ultrasdns, posto que ofrecen resultados satisfactorios,
son menos custosos e mdis simples [57].

A determinacidon de metais en mostras alimenticias € unha parte moi
importante da Quimica Analitica, posto que moitos deles tenen efectos
toxicos. E preciso establecer un intervalo de concentracion de seguridade
para ditos metais e aclarar o seu papel como parte da cadea alimenticia [1].
Os metais poden ser encapsulados polas paredes celulares, e éstas poden
romperse pola accidn combinada de dcidos diluidos e enerxia de ultraséns,
transportando os metais en cuestion 6 liquido extractante. Moitos autores
empregaron os ultraséns para levar a cabo a extraccién de metais en mostras
bioloxicas [58,59], medioambientais [60-66] ou alimenticias [67-74]. Neste fipo
de mostras, a eficiencia da extraccidén depende fundamentalmente de catro
variables: a concentracion do dcido ou dcidos empregados, o tamano de
particula da mostra, o tempo de sonicacidon e a amplitude. Nalguns casos, a

temperatura de extraccion é unha variable importante a ter en conta [41].
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3.5 Tratamento da mostra sélida sen utilizar enerxia

3.5.1 Extraccion con fluidos supercriticos

A extraccion con fluidos supercriticos € unha técnica de separaciéon continua
non cromatogrdfica que se basa no establecemento dun equilibrio entre a
mostra e o propio fluido supercritico.

Dise que un fluido estd en estado supercritico cando se atopa a
temperatura e presion  por enriba dos seus valores criticos. Na figura 6
obsérvase que a curva que representa o equilibrio liquido-gas se interrumpe de
forma brusca nun punto chamado punto critico, definido por unha
temperatura Tc e unha presion Pc, denominadas temperatura e presidn
criticas. A partir de dito punto, non ten lugar a licuefaccion ainda que

aumente a presion, nin se forma un gas ainda que aumente a temperatura.

PUNTO CRITICO FLUIDO

\ SUPERCRITICO

T S ———

Presidn
{(atm)

SC’L'DF' LiQUIDO

—"1 % Punto
' triple

-80 - 58,6 13

Temperatura ("C)

Y e e e L L L T T T

Figura 6. Curva do equilibrio liquido-gas do CO2
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Un fluido en condicidns supercriticas ten unhas caracteristicas intermedias
entre un gas e un liquido [75]. A densidade dun fluido supercritico aproximase
& dos liquidos, sendo entre 100 e 1000 veces mdis alta que a dos gases, o que
lle confire un poder de solvatacién similar & dos liquidos. Nun fluido supercritico,
a densidade estd moi influida polos valores da presion e temperatura, de
maneira que pequenos incrementos na presidn  ocasionan grandes
incrementos na densidade, sobre todo nas proximidades do punto critico. O
poder de disolucidén que ten un fluido estd moi relacionado coa sua
densidade. Por iso, nun fluido supercritico resulta mdis doado modificar o seu
poder disolvente variando a presion que nun liguido, onde a variacion de
presion apenas ten influencia. A gran facilidade para modificar a densidade
na zona supercritica fai que esta propiedade fisico-quimica resulte clave.
Ademais, influe directamente sobre a viscosidade e a constante dieléctrica do
fluido, e & sUa vez todas estas propiedades afectan 6 poder de disolucion e s
fendmenos de transporte de materia a través do mesmo [7].

O fluido supercritico mdis utilizado é o CO2, posto que é guimicamente
inerte, inocuo, non & inflamable e o seu punto critico € doadamente accesible
(31,1 °C e 71,8 atm). A sua principal limitacion € o seu marcado cardcter
apolar, polo cal o seu emprego estd limitado & extracciéon de analitos de
baixa polaridade unidos débilmente & mostra. Este problema pode resolverse
mediante a adicidn dunha pequena cantidade de disolvente orgdnico polar
(metanol, acetonitrilo, etc) conecido como modificador. O modificador varia
as propiedades solubilizantes do fluido supercritico ¢ variar a sua polaridade,
evita reabsorcions do analito na matriz & ocupar espacios na mesma, modifica
a matriz permitindo que o fluido supercritico tena unha maior accesibilidade &

mesma e interacciona co sistema analito-matriz provocando que a enerxia de
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activacion de desorcion sexa menor. Asi, o emprego adecuado de
modificadores mesturados en pequena proporcion co fluido supercritico abre
un amplo abanico de posibilidades de mellora na extraccidén e amplia o seu

campo de aplicacion [76].
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4. DETERMINACION DE METAIS

Hai unha gran variedade de técnicas que permiten levar a cabo a
determinacion de metais, pero a mdis empregada &, con diferencia, a
Espectrometria de Absorcion Atdmica.

A Espectrometria de Absorcion Atdmica (AAS) € unha técnica de
determinacidn moi sensible, rdpida, segura e versatil. A AAS permite @
deteccién do elemento de interés en concentracions de parte por millén
(atomizacidbn con chama) ou de partes por billon (atomizacion
electrotérmica), independentemente da forma na cal se atope o metal na
mostra.

Normalmente, a andlise pode levarse a cabo en presencia doutros
elementos sen ter que separar o analito de interés, o que supdn unha gran
vantaxe no tocante & simplicidade do método, tempo de andlise e erros no
proceso andalitico global [77]. A precisibn que se acada con estas
metodoloxias para absorbancias maiores de 0,1 ou 0,2 é de 0,3-10% con
atomizacion con chama e de 1-5% con atomizacién electrotérmica. A
exactitude atépase entre un 0,5-5%, posto que ven limitada polo erro aleatorio
e o ruido [78].

Na AAS existen dous tipos de interferencias [79]:

» Espectrais. Este tipo de interferencias poden ser debidas a:

- A absorcion doutro elemento diferente 6 elemento de interés &
lonxitude de onda empregada na determinacion. Este fipo de
interferencia € moi pouco habitual, posto que as linas de emisidon das
ldmpadas de cdtodo oco son tan estreitas que sé absorbe radiacion o

elemento de interés.
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Absorcion de fondo. Este tipo de interferencia ten lugar cando se
produce unha atomizacion incompleta da mostra e se tefen particulas
que disipan parte da enerxia procedente da ldmpada de cdtodo oco
qgue deberia de chegar 6 detector. Este tipo de interferencia pode
eliminarse aumentando a temperatura da chama, asegurando asi unha
completa atomizacién da mostra. Non obstante, a tendencia mdis
actual consiste na incorporacion na instrumentacion de diferentes

correctores de fondo.

Quimicas. Este tipo de interferencias poden clasificarse en tres grupos:

Interferencias de transporte. Este tipo de interferencia ten lugar cando
se ven afectados os caudais de aspiracion, nebulizaciéon ou de
transporte na chama. Non adoitan ter lugar en instrumentos con
cdmara de grafito, 6 confrario que no caso dos instrumentos que
incorporan unha chama, onde este tipo de interferencia pode causar
erros de gran importancia. Factores como a viscosidade, a tension
superficial, a presidn de vapor e a densidade da disolucidn da mostra
poden influir na velocidade de transporte da mostra na chama. A
concentraciéon de acidos, os disolventes orgdnicos ou os sélidos disoltos
poden afectar & absorbancia do analito. Para eliminar este tipo de
interferencia, Iévase a cabo o método da adicion.

Interferencias por formacién de compostos térmicamente moi estables.
Estas interferencias son debidas & presencia de reactivos que se
combinan co elemento de interés formando un composto
térmicamente moi estable. Isto dd lugar a un resultado erréneo, xa que

parte do elemento de interés se atopa formando parte deste
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composto. Asi, a poboacion atdmica existente na chama é menor,
posto que parte do analito de interés non se atomizou, dando lugar a
unha absorbancia errénea mdais baixa que a correcta.

- Interferencias por ionizacién. A ionizacidon dos dtomos do analito de
inferés na chama pode causar unha interferencia moi significativa,
posto que hai que ter en conta que as linas de absorcidon e emision dos
dtomos e dos ions do mesmo elemento son diferentes. A ionizacién
aumenta a medida que aumenta a temperatura da chama.
Normalmente este tipo de interferencias non tenen lugar en chamas
aire-acetileno, posto que a temperatura deste tipo de chamas non é
moi elevada. Non obstante, adoitan ser problemdticas en chamas
oOxido nitroso-acetileno con elementos cuxos potenciais de ionizaciéon
son menores ou iguais a 7,5 eV. A ionizacién do elemento de interés
eliminase anadindo & mostra elementos doadamente ionizables, como
€ o caso do potasio, chamados supresores da ionizacion. Asi, cando
estes elementos se ionizan, aumenta a concentracién de electrons na
chama desplazando o equilibrio de ionizacion dos demais elementos

cara a forma atdmica.

En xeral, estas interferencias son mdis importantes no caso da atomizacion
electrotérmica que no caso da atomizacién con chama. Por iso, a pesar de
gue os limites de deteccidon obtidos coa atomizacidon electrotérmica son 10-
1000 veces menores que los obtidos coa atomizacidén con chama, se prefiere a

utilizacién desta Ultima para la determinaciéon dos metais [78].
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5. INTRODUCCION DIRECTA DA MOSTRA SOLIDA NAS

TECNICAS DE ABSORCION ATOMICA

Un dos principais obxectivos da Quimica Analitica € mellorar as operacions
previas & andlise minimizando a participacion humana e a manipulacion da
mostra nas mesmas. Asi, estdn cobrando gran interés aqueles procesos
analiticos nos cales se evita a dixestion da mostra, e no seu lugar considéranse
principalmente duas formas de mostraxe:

- Mostraxe directa do sélido

- Mostraxe en forma de suspension

Na mostraxe directa do sélido, a mostra é directamente introducida no
atomizador e atomizada no seu estado sdlido. As principais vantaxes que
presenta esta forma de mostraxe son a pouca cantidade e manipulacion da
mostra (evita riscos de contaminacion da mesma e perda de analitos), o
pouco tempo requerido para a obtencion de resultados e a non utilizaciéon de
reactivos perigosos como son os dcidos fortes, o que supdn un beneficio tanto
econdmico como medioambiental. Como resultado, o proceso analitico é
mais sinxelo e os limites de deteccion son baixos [80,81]. Non obstante, esta
técnica leva asociadas algunhas limitacions como a incapacidade de lograr
calibraciéns cos patréns, a presencia de interferencias de matriz, a non
homoxeneidade da mostra ou do tamano de particula, a pobre precision dos
resulfados e a necesidade de desenar atomizadores especiais [82-85].

A mostraxe en forma de suspensidon consiste en infroducir a mostra como

unha dalicuota dunha suspensidn estable no atomizador. Este método non
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presenta ningun risco no tocante a perdas da mostra durante a preparacion
da mesma, posto que se trata dun método moi sinxelo, non se precisan
reactivos agresivos e permite facer calibraciéns con simples disolucions
acuosas &s cales se lles pode anadir modificadores en estado liquido [86]. A
principal desvantaxe que presenta este tipo de mostraxe € conservar a
homoxeneidade da suspensidbn mentras a mostra se introduce no atomizador
do detector andalitico [87]. Para que unha suspension sexa homoxénea hai que
estudiar o diluente, o tamano de particula da mostra e, no seu caso, o axente
estabilizante axeitado [88,89]. Para solucionar o problema da homoxeneidade
da suspensidn empregdronse diferentes dispositivos, dende axitadores
magnéticos e ultrasénicos [87,90-92] ata a adicidon de axentes estabilizadores

[93].
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6. ANALISE POR INXECCION EN FLUXO

A Andlise por Inxeccidon en Fluxo (FIA) foi unha importante innovacién
metodoldxica na automatizacion de procesos analiticos [94]. Os métodos de
inxeccion en fluxo, na sua forma actual, foron descritos por primeira vez a
mediados dos anos setenta por Ruzicka e Hansen [95-97].

A metodoloxia FIA caracterizase porque o fluxo non estd segmentado por
burbullas de aire, a diferencia dos métodos cldsicos de andlise de fluxo
continuo. A mostra liquida é inxectada ou insertada directamente nunha
corrente de fluxo portador, e realizase un transporte da “porcion” inxectada a
través do sistema. Ademais do transporte, tamén poden ter lugar diferentes
procesos fisico-quimicos (reaccién quimica, didlise, extraccién liquido-liquido,
etc). A dispersion ou dilucion parcial do analito no transporte pode ser
perfectamente manipulada mediante un control das caracteristicas
xeométricas e hidrodindmicas do sistema. ProdUcese unha mestura
incompleta pero reproducible, que dd lugar a un gradiente de concentracion
variable co tempo 6 longo do sistema [95].

O sistema FIA pode acoplarse a un sistema de deteccidon continuo que
proporciona un sinal transitorio que é convintemente rexistrado. No momento
da deteccién do sinal non se acadou o equilibrio fisico (homoxeneizacion
dunha porcién do fluxo) nin o equilibrio quimico (reaccién incompleta).
Debido a isto, o tempo de operacidon debe ser moi reproducible, posto que as
medidas se realizan en condiciéns de non estabilidade, de maneira que,
pequenas variacions do mesmo poden producir graves alteracions dos

resultados.
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Esta metodoloxia ten un fundamento simple, un dispositivo barato, unha
sinxela maneira de operar e unha gran capacidade para lograr resultados
exactos e precisos. A sUa exiremada versatilidade distingue este tipo de
metodoloxia da maior parte das novas metodoloxias analiticas, xa que por
unha parte pode adaptarse a numerosos métodos de deteccion e
tratamentos de mostras sen cambios técnicamente complexos, e por outra,
resultfa enormemente sinxelo para un investigador analitico intervir
directamente no seu funcionamento, logrdndose asi unha optimizacion do
sistema técnico [94]. Ademais, a FIA presenta como vantaxes un gran
incremento no nUmero de mostras analizadas debido & diminucidn no tempo
de andlise, o emprego de volumes pequenos (da orde de uL) e a eliminacién

de moitas interferencias.

6.1 Componentes dun sistema FIA

Un sistema FIA componse principalmente dun sistema de bombeo, un sistema
de inxeccién, un sistema de transporte/reaccion, e un detector (Figura
7)[98.99].

- Sistema de bombeo. Establece o caudal o mdis constante posible
dunha ou varias disolucions de reactivos ou que actian como simples
portadores, ausente de impulsos e perfectamente reproducible. O mdis
habitual é traballar con bombas peristdlticas, ainda que tamén se pode
empregar un sistema de presion por gas ou simplemente a forza da

gravidade.
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MOSTRA

PORTADOR

REACTOR DETECTOR

VALVULA DE
INXECCION

Figura 7. Esquema bdsico dun sistema FIA

Sistema de inxecciéon. Ten como misidbn situar unha cantidade
perfectamente definida de mostra na corrente continua de fluxo. E
importante que o volume introducido sexa exacto, reproducible e
variable dentro dunha ampla marxe. A enfrada da mostra no fluxo
portador ha de ser de xeito que non se creen perturbaciéons no mesmo.
O manexo do sistema de inxeccidén ha de ser doado, cémodo e rdpido,
de modo que permita unha elevada frecuencia de mostraxe. O sistema
de inxeccidon mdis comunmente empregado é a vdlvula hexagonal,
que ten seis orificios, tres de enfrada e fres de saida. Este sistema ten
duas posicions (Figura 8): a posicion de carga e a posicion de inxeccion.
Na posicion de carga, o bucle atépase comunicado coa entrada do
fluxo que leva a mostra. A vdlvula debe manterse nesta posicidon ata
asegurar que todo o bucle se enche, sen que existan no seu interior
burbullas de aire. Mentras, o portador pasa pola vdlvula sen entrar en
contacto coa mostra. Cando se cambia a posicion da vdlvula a
inxeccion, o portador queda conectado co bucle de xeito que arrastra
o contido do mesmo, infroducindoo no sistema de fluxo onde se levardn

a cabo as distintas etapas de tfratamento da mostra de forma
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automdatica. Nesta posicidon, a mostra pasa pola vdalvula sen entrar en

contacto co bucle.

PORTADOR

sz, PORTADOR

CARGA INXECCION

MOSTRA

DESFEITO

DESFEITO

Figura 8. Esquema bdsico dunha valvula hexagonal nas suas posicions

de carga e inxeccidn

Sistema de transporte/reaccién. E unha zona de tubo onde ten lugar o
transporte, con ou sen proceso adicional. Pode ser un tubo recto, en
forma de serpentin, empaquetado con materiais quimicamente activos
que transforman a mostra, ou ben incluir mesturadores ou mdédulos de
separaciéon nos que se produce un fransporte de masa a través de
interfases  de tipo gas-liquido, liquido-liquido ou sdlido-liquido.
Constriense con tubos flexibles, de materiais de alta inercia quimica e
inalterables a cambios de temperatura nun amplo rango, de didmetro

inferno entre 0,3-0,8 mm.

Sistema de deteccion. O detector adquire o sinal e transdiUceo cando o
analifo pasa a través del. Poden ser detectores non destructivos

(fluorimetros, fotdbmetros, potencidometros, etc.) ou destructivos
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(espectroscopia atdmica). Un detector, para poder acoplarse a un
sistema FIA, debe ter pequeno volume, baixo nivel de ruido, resposta
rdpida e lineal nunha ampla marxe de concentracién e elevada

sensibilidade.

Este sistema bdsico pode incluir outras configuraciéns con modificaciéns ou

anadir outros elementos para conseguir obxectivos concretos.

6.2 Técnicas de separacion e preconcentracion en continuo

Un dos obxectivos da Quimica Andlitica é o desenvolvemento de
procedementos en lina de separacidon e preconcentracién, xa que a maioria
destes procesos se realizan de forma manual, constituindo unha importante
fonte de erro no proceso andalitico global. Pouco despois do desenvolvemento
da andlise por inxeccidon en fluxo, os procesos de separacidon foron
incorporados nos sistemas FIA. As primeiras técnicas de separaciéon
empregadas na andlise por inxeccién en fluxo foron a didlise e a extraccion
con disolventes, seguidas da difusion gaseosa, o intercambio idnico e a
electrodeposicion. O emprego da inxecciobn en fluxo para a
preconcentracion, concretamente, a precipitaciéon en lina, foi infroducido
moito mdis tarde. As técnicas FIA de separacidon e preconcentracion resultaron
ser un campo de gran interés, renovando a prdctica tradicional nos
laboratorios analiticos, posto que os procesos tradicionais de separacidn son
tediosos e requiren moito tempo, implican numerosas etapas de operaciéon
coidadosa, con ftrasvases de disolucions duns recipentes a outros e a
consecuente exposicion da mostra & contaminacion, especialmente na

andlise de trazas. A secuencia de separacidn constitue habitualmente o
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principal obstdculo do proceso andlitico, e polo tanto, € o que mdis

urxentemente require a renovacion.

Os métodos FIA de separacion e preconcentracion presentan un gran
nUumero de vantaxes con respecto 6s seus andlogos manuais [100]:

- Unha elevada frecuencia de mostraxe, entre 1 e 2 ordes de magnitude
maior, con tempos de operacion enfre 10-200 segundos por
determinacién (incluindo separacions).

- Un elevado factor de preconcentracion, de 5 a 50 veces maior que os
obtidos mediante os procedementos de preconcentracidn manuais.

- Baixo consumo de mostra, entre 1 e 2 ordes de magnitude menor, o que
resulta de gran interés no caso de mostras valiosas, como o sangue, ou
no caso de mostras que se recollen lonxe do laboratorio, e polo tanto
han de ser fransportadas ata o mesmo.

- Baixo consumo de reactivos, entre 1 e 2 ordes de magnitude menor.
Esta caracteristica é especialmente importante no caso da utilizacion
de reactivos custosos.

- Reproducibilidade elevada, normalmente no rango 1-3 % (desviaciéon
estandar relativa).

- Baixo risco de contaminacién, debido 6 emprego de sistemas
pechados e inertes na separacién, o que resulta de gran interés no caso
da andlise de trazas.

- Non se precisa dun gran espacio no laboratorio nin se require o
emprego de moitos utensilios. Excluindo o detector, en moitos casos os
sistemas FIA de separacién e preconcentracion apenas ocupan mdis

espacio que unha mdqguina de escribir.
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6.2.1 Técnicas de separacion e preconcentracion en continuo empregando
resinas quelantes

As técnicas FIA de concentracién basadas na adsorcién, intercambio idnico
ou formacién de quelatos constituen un campo de gran interese e foron
extensamente empregadas para aumentar a sensibilidade dos métodos
analiticos. Na andlise por inxeccidn en fluxo, estas técnicas estiveron sempre
ligadas 6 emprego de minicolumnas. En 1980, publicouse o primeiro fraballo
no cal se insertaba unha minicolumna de intercambio idnico nun sistema FIA
para a preconcentracion e determinacién de ions amonio [101]. A partir dese
momento, abriuse un novo campo de investigacion e desenvolvemento de
técnicas FIA en columna.

Ademais de tddalas vantaxes descritas anteriormente para as técnicas FIA
de separacion e preconcentracion, as técnicas FIA de retencidn en columna
presentan unha gran versatiidade, debido & ampla gama de axentes
guelantes e eluentes. Non obstante, tamén mostran unha serie de limitacions,
entfre as cales se poden citar as seguintes:

- Xeneracién de diferentes graos de impedancia nas columnas, debido

ds suas dimensidns xeométricas, & material que se introduza nas mesmas
e & velocidade dos liquidos a través da columna.

- Necesidade de acondicionar o material de recheo da columna despois

de cada elucién.

- Cambios na composicidon do fluxo entre a etapa de retencion e elucion

dos analitos, que pode causar problemas nalguns detectores.
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6.2.2 Consideracions practicas no deseno e operaciéon dos sistemas FIA de
preconcentraciéon en columna.

6.2.2.1 Tipos de columnas

O deseno da minicolumna influe no funcionamento e rendemento dos
sistemas de preconcentraciéon. O volume das minicolumnas empregadas na
preconcentracién en lina varia entre 15 e 400 uL, mentras que o didmetro das
mesmas oscila dende 1 a 7,5 mm. Para acadar gran eficiencia e baixos indices
de consumo, o deseno dptimo da minicolumna depende de factores como o
volume e caudal de paso de mostra, a capacidade do adsorbente para reter
o andlito, a especificidade e o tamano de particula do material de recheo e

as posibles interferencias.

6.2.2.2 Carga da columna

A velocidade de paso de mostra a través da minicolumna estd limitada polas
caracteristicas cinéticas do material quelante e pola capacidade do sistema
de manter estable o fluxo de disolucién da mostra baixo presidons elevadas. A
pesar destas limitacions, a velocidade de paso de mostra a través da
minicolumna nun sistema continuo € moito maior que nun sistema manual,
onde as mostras pasan a través da minicolumna pola accién da gravidade.
Unha excesiva velocidade de paso de mostra pode provocar unha retencion
incompleta dos analitos, debido ¢ tempo de contacto insuficiente entre os

mesmos e o material quelante.

6.2.2.3 Elucion
A velocidade de elucion é un factor crucial nalgins sistemas de

preconcentracién, onde o fluxo de eluente se conecta directamente co
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detector. Nestes casos, dita velocidade axuUstase xeralmente para obter a

maxima sensibilidade. Ignorando os posibles requerimentos do detector con

respecto 6 fluxo de eluente, a velocidade éptima de elucion dependerd da

fortaleza coa que os analitos estean retidos no axente quelante, e da

capacidade do eluente para arrastrar os analitos retfidos. Outro factor

importante na etapa de elucidn é a direccion do fluxo de eluente.

Os eluentes empregados na elucidon en continuo deben cumprir unha serie

de requisitos: [100]

Os eluentes débiles, que requiren un periodo longo de equilibrio, non
poden ser empregados na elucién en lina, posto que as elucidns lentas
provocan un decrecemento na sensibilidade.

O eluente elexido non debe reaccionar nin degradar o material
quelante 6 menos durante 100 elucions.

Os dcidos e bases concentrados, a pesar de que poden ser eluentes
efectivos e non danar o material quelante, poden crear problemas
nalgunhas partes dos detectores. O sistema de nebulizacion dos
equipos de absorcidon atémica, por exemplo, é sensible & corrosion, de
xeito que a utilizacion de tales eluentes non é recomendada. Poderia
ser factible a dilucion ou modificacién en continuo do eluato, pero a

expensas dunha perda na sensibilidade.

6.2.2.4 Materiais de empaquetamento

Os

matericis de empaquetamento das columnas empregados

satisfactoriamente nos procedementos de preconcentracidn convencionais

non sempre se poden adaptar &s sistemas FIA de preconcentracién en
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columna. Ditos materiais, cando se queren aplicar & preconcentracidén en
continuo, deben cumprir unha serie de requerimentos [100]:

- O inchamiento e encollemento do material de recheo cando cambia
dunha forma a outra debe ser pequeno.

- As propiedades mecdnicas do material deben ser axeitadas para resistir
velocidades de fluxo lineais elevadas a través da columna, e para que
a vida da columna sexa o mais longa posible. Os materiais fibrosos, por
exemplo, son mecdnicamente insatisfactorios.

- As propiedades cinéticas deben permitir tanto a doada retencién do
analito como a sUa eluciéon, cando se emprega o eluente axeitado. Os
materiais que retenen o analito tan fortemente que € preciso a
destruccion de dito material para poder recuperalo non son axeitados

para os sistemas de preconcentracion FIA.

A aplicacién da preconcentracion en lina facendo uso de resinas
quelantes estd suficientemente demostrada. A Tdboa 13 recolle unha revisién
bibliografica a partir do ano 2000 (para a cal se empregou a base de datos
Chemical Abstract), da aplicacién da preconcentracién en continuo facendo

uso de resinas quelantes.
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6.3 Métodos continuos de preparacion de mostras sélidas

A pesar de todo o progreso no cal se viu inmersa a Quimica Analitica nas
Ultimas decadas, a etapa de preparacion da mostra segue a ser un dos
maiores obstdculos do proceso analitico. A maior parte dos procedementos
de fratamento da mostra Iévanse a cabo de forma manual, resultando
laboriosos, complexos, dificiles de controlar sistemdaticamente e susceptibles &
contaminacion, particularmente cando o niumero de mostras implicado é
elevado. ConstitUen, polo tanto, unha importante fonte de erro no proceso
analitico global. Os sistemas de fluxo continuo, e en concreto, a andlise por
inxeccion en fluxo, demostraron resultar de gran utilidade na automatizaciéon e

aceleracion do tratamento previo da mostra [119].

6.3.1 Tratamento da mostra en continuo empregando a enerxia de ultraséns

O emprego dos ultraséns como enerxia auxiliar para a lixiviacion foi
extensamente aplicado & extraccidn dun gran nUmero de analitos de
diferentes matrices sdélidas. A pesar de que este tipo de enerxia se empregou
satisfactoriamente fronte a outros métodos para acelerar a lixiviacion manual
das mostras sélidas, apenas se utilizou para dito pretratamento en sistemas
continuos, a pesar de acelerar o proceso de fratamento da mostra de xeito
considerable.

O recipente da mostra empregado na lixiviacion continua asistida por
enerxia de ultraséns debe permitir o paso da disolucién lixiviante e evitar fugas
da mesma, que se ven favorecidas pola accidén dos ultraséns. Existen
fundamentalmente dous tipos de recipentes para a mostra. Un deles consiste
nunha cela peguena dunha soa peza, con orificios de enfrada e saida

equipados con conectores para permitir a insercién de dito recipente no
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sistema de inxeccion en fluxo. A infroduccion da mostra sélida neste tipo de
cela é lenta e laboriosa, debido ¢ pequeno tamano da mesma. O outro fipo
de recipente consiste nunha cela desmontable, similar & primeira, pero en
duas partes. Unha destas partes emprégase para pesar a mostra, e Unese
despois & outra por medio duns parafusos que actian como conectores. O
material que se emprega habitualmente para a fabricacién destas celas

adoita ser aceiro inoxidable ou metacrilato [41].

O deseno do sistema FIA para a lixiviacidon en continuo da mostra sélida
facendo uso da enerxia de ultraséns depende da cinética da extraccion.
Poden plantexarse tres tipos de configuracién [120]. Cando a cinética de
extracciéon é rdpida pode empregarse un sistema aberto, posto que non se
precisa de tanto tempo para levar a cabo a extraccidn do analito. A
disolucién lixiviante pasa a través da cela da mostra a un caudal baixo, o
analito extraido é insertado no fluxo de portador da disolucion extractante e

transportado cara o detector (Figura 9).

BANO DE
ULTRASONS
DISOLUCIO
EXTRACTANTE
e
BOMBA DETECTOR
PERISTALTICA X
MOSTRA

Figura 9. Sistema FIA de exfraccidn continua empregando enerxia de

ultraséns para extraccidons de cinética rapida.
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Cando a cinética da extraccioén é lenta, a disolucién lixiviante debe pasar
a través da cela que contén a mostra sélida repetidas veces, co cal o caudal
debe ser elevado. O paso repetido da disolucidn lixiviante a través da mostra
pode levarse a cabo de duas maneiras diferentes:

-  Empregando un circuito pechado e unha bomba peristdltica para
propulsar a mesma porcion de lixiviante a través da cela. Despois do
tempo requerido para a extracciéon, a valvula de seleccidon permite a
inserciéon do extracto que contén o analito no sistema de fluxo que o vai

conducir 6 detector (Figura 10).

BOMBA
PERISTALTICA
BARNO DE DETECTOR
ULTRASONS
>
DISOLUCION )
EXTRACTANTE p—
VALVULADE \
SELECCION MOSTRA
1 = ¥y
SISTEMA

Figura 10. Sistema FIA pechado de extraccidn continua empregando

enerxia de ultrasdns para extraccions de cinética lenta.

-  Empregando unha bomba peristdltica programable que permita o
cambio da direccion do fluxo cada certo tempo, de xeito que se poida
empregar un pequeno volume de disolucién extractante, que circulard
en ambos sentidos (Figura 11). Con esta configuraciéon acddase unha
maior eficacia na extraccidén, posto que o cambio na direccidn do fluxo

evita a compactacién da mostra dentro da cela.
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Figura 11. Sistema FIA de fluxo bidireccional para a exfraccion continua

empregando enerxia de ultrasdns para reaccions de cinética lenta.

A pesar de tédalas vantaxes que proporciona a enerxia de ultrasdéns no
tratamento da mostra sélida, hai que ter en conta unha serie de limitacions,
como a necesidade de empregar mostras en pd ou a aparicion de sinais do
blanco elevadas, debido & extraccidén total ou parcial doutros analitos

presentes na mostra. Non obstante, os dous inconvintes mais importantes da

exfracciéon con ulfraséns son [120]:

- Resultados non reproducibles en mostras do mesmo tipo, debido a

diferencias no tamano de particula ou na composicidon da superficie.

-  Escasez de materiais de referencia con diferentes concentracions de

analito, o que dificulta o fraballo nos laboratorios de control rutinario.

A aplicacion dos sistemas continuos de extraccién asistidos por enerxia de
ultraséns foi demostrada con estudios realizados en diferentes mostras sélidas,
como mostra a revision bibliografica dos Ultimos 5 anos que recolle a Taboa 14
(base de datos Chemical Abstract). Pode concluirse que os sistemas FIA de

extraccion continua asistida por ultraséns resultaron ser de gran axuda no

tratamento de mostras sélidas, proporcionando uns excelentes resultados.
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6.4 Acoplamento FIA-AAS

En principio, calquera sistema de deteccidon poderia adaptarse para unha
deteccién en continuo, e polo tanto, poderia empregarse como un detector
en FIA. Non obstante, alguns detectores son inherentemente mais axeitados
que outros, sendo, polo tanto, mdis frecuentemente empregados.

O acoplamento entre os sistemas de inxeccién en fluxo coas técnicas de
absorcion atémica foi moi utilizado. O esquema bdsico dun sistema deste fipo
€& moi sinxelo. O portador, bombeado de maneira continua, € aspirado ata o
nebulizador. A inserciéon da mostra no portador dd lugar 6 seu transporte cara
o nebulizador. Non se require dunha cela de fluxo, caracteristica doutros
sistemas de deteccion.

Entre as vantaxes que proporciona o acoplamento da inxeccion en fluxo
coas técnicas de absorcidon atédmica poden citarse as seguintes [136]:

- A dispersion & hora da introduccidén da mostra nun espectrofotémetro
de absorcién atdmica € menor cando se acopla & mesmo un sistema
de inxeccion en fluxo.

- Empréganse pequenos volumes de mostra. En xeral, o volume de mostra
inxectado oscila entre 10 e 200 pL. Isto confirelle &s técnicas FIA-
absorcién atdmica unha maior sensibilidade.

- O problema da viscosidade das mostras no nebulizador reducese
considerablemente. Poden infroducirse na corrente de portador mostras
con elevado contido salino, sen ningun tipo de problemas.

- Durante a aspiracion, o sistema Idvase continuamente.

- Poden minimizarse as interferencias modificando as caracteristicas

fisicas e hidrodindmicas do sistema.
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- Pode empregarse calquera tipo de reactivo, debido & facilidade coa
cal se infroducen os mesmos no sistema. A insercion de reactivos pode
levarse a cabo de tres maneiras diferentes: por disolucién do mesmo na
corrente de portador; a través dunha canle, anterior ou posterior &
inxeccion da mostra; ou a través de zonas de unidn en calquera punto
do sistema.

- O sistema FIA permite a mostraxe repetitiva a unha velocidade

considerable.

O caudal de portador determina o tempo de resposta, sensibilidade,
precisidon e contaminacién entre mostras no nebulizador. Os estudios realizados
ata o momento demostraron que a velocidade do caudal a fravés do sistema
FIA non pode ser maior que o caudal de aspiracidon do nebulizador, posto que
pode conducir a resultados erréneos.

O primeiro traballo que intfroduciu no titulo as palabras “inxeccién en fluxo”
e que empregou a absorcidén atdmica apareceu en 1979 [137]. A partir dese
momento, apareceron moitos outros traballos nos cales se empregaba esta
técnica de deteccién incorporando a metodoloxia FIA. Vidal e col. [138]
empregaron esta metodoloxia na determinacioén de cobre, calcio e ferro en
alimentos de animais. A aplicacidn das técnicas de inxeccion en fluxo
acopladas & absorcidon atdmica tamén foi empregada na determinaciéon de
cromo, cobre, niquel e cobalto en auga [139], cadmio e chumbo en mostras
bioldxicas e ambientais [140], cobalto e niquel en mostras de chan e pelo
[141], cobre e niguel en mostras bioldxicas e ambientais [142], cadmio en

alimentos [143] e cromo en auga [144].
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7. TECNICAS DE OPTIMIZACION DO PROCESO

ANALITICO: DESENOS EXPERIMENTAIS

7.1 Infroduccién

O proceso de deseno e optimizacidon experimental consta de tfres etapas

fundamentais [145]:

1. Seleccién das variables que van influir de forma significativa sobre o
sistema.

2. Selecciéon da funciéon de resposta ou funcion obxectivo para a avaliacion
da superficie de resposta.

3. Optimizacion experimental, que pode ser de dous tipos:

- Tipo Analitico (Tipo Simultdneo): estdn representados principalmente
polo deseno factorial e permiten avaliar a localizacion do éptimo pola
derivacién da ecuacion “superficie de resposta’.

- Tipo Caixa Negra (Tipo Secuencial): estdn representados principalmente
polo Método Simplex Xeométrico e permiten un desconecemento total
do sistema a estudiar, xa que cada experimento se establece a partir

da avaliaciéon dos resultados dos experimentos anteriores.

7.2 Métodos de optimizacion

A optimizacidn con desenos experimentais presenta unha vantaxe con
respecto & optimizacion variable a variable [146]. Este Ultimo método consiste
en manter fixas tédalas variables que afectan ¢ sistema, excepto unha, nuns
valores de partida elexidos en base & noso conecemento do sistema, ou no

caso de non ter ese conecemento, en base & intuicion. Unha vez establecidos
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os valores de partida das variables, realizanse unha serie de experimentos
cambiando o valor da variable que non se fixou, e elixese para esa variable o
valor que proporciona o mellor resultado. A continuacion repitese a operaciéon
para cada unha das outras variables, ata que o proceso de busqueda nos
conduza a un resultado éptimo.

Os inconvintes da optimizacién variable a variable foron a causa do
plantexamento doutras técnicas de optimizacion, como é o caso dos desenos
experimentais, que proporcionan un resultado excelente evitando tédalas

desvantaxes.

7.3 Deseno factorial
O deseno factorial € un tipo de deseno experimental moi conecido que se
adoita empregar na investigacion das superficies de resposta multifactor.

Para realizar un deseno factorial completo, o investigador selecciona un
numero fixo de niveis para cada unha das variables do sistema (factores), para
realizar a continuacion os experimentos tendo en conta tédalas combinacidns
posibles de ditas variables.

Para conecer un sistema é preciso establecer as caracteristicas da
superficie de resposta representadas fronte a un ou mdis factores. Estes
desenos, ademais de permitir variar simultdneamente de forma sistemdtica
varios factores en cada experimento, revelan a existencia de interaccidon entre
eles cando estdn presentes nun sistema.

Historicamente, os desenos factoriais foron intfroducidos por R.A. Fisher, que
demostrou que tddolos factores de interés podian ser variados
simultdneamente, ademais de poder ser estimados os efectos dos factores

individuais e as suas interaccions, por fratamentos matematicos.
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Os pardmetros que describen un deseno son o nUmero de factores
involucrados (k) e o nUmero de niveis de cada factor (m), sendo mk o nUmero
de combinacidéns de factores xerado para un deseno factorial completo. Os
desenos madis empregados son os desenos factoriais completos a dous niveis,
nos cales se lles dd a cada variable dous valores a ambos lados dun valor
central ou bdsico. A maior limitacidn dos desefnos factoriais completos € o
elevado nUmero de experimentos que é preciso realizar. Por exemplo, para un
deseno de 10 factores a dous niveis, seria preciso levar a cabo 210
experimentos, & dicir, 1024 experimentos, o que converte este deseno en
impracticable. Non obstante, existen diferentes maneiras de reducir o nUmero

de experimentos considerablemente [146].

7.3.1 Desenos factoriais de Screening. Desenos de Plackett-Burman
Cando un sistema é pouco conecido resulta moi dificil decidir cales son as
variables que se deben considerar & hora de optimizalo. Algunhas destas
variables poden resultar indiscutibles, ainda que tampouco se poden
descartar outras que aparentemente sexan menos evidentes, posto que non
se conece a sua influencia na resposta do sistema. A solucidén mdis obvia seria
consideralas todas, pero deste xeito, o nUmero de experimentos a realizar faria
inviable a aplicaciéon dun deseno factorial completo.Os desenos factoriais de
Screening tenen como obxectivo distinguir enfre un nUmero de factores
agueles que son influintes no sistema [147].

Dentro dos desenos factoriais de Screening os mdis empregados son 0s
desenos  de Plackett-Burman. Estes  desenos permiten reducir

considerablemente o nUmero de experimentos a realizar e proporcionan datos
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de gran ufiidade, como o conecemento das variables que afectan
significativamente ¢ sistema.

A matriz de deseno constriese a partir dunha primeira fila dada no tfraballo
orixinal de Plackett-Burman [148,149] no cal estdn disponibles os experimentos
para 8,12,16... variables en bloques de 4 ata 100, é dicir, combinaciéns de
factores que son multiplos de 4. Esta fila vaise desplazando ciclicamente
nunha posicidon, N-2 veces, ata completar a matriz cuxa Ultima fila estd
formada polos niveis inferiores de tdédolas variables.

Para manter a ortogonalidade é preciso que o niUmero de veces que
aparecen os niveis altos sexa igual 6 nimero de veces que aparecen os niveis
baixos. Disponendo da primeira fila, a construccidon da matriz € sinxela, ainda
gue non € aplicable a calguera nUmero de variables, por cuestidons de
ortogonalidade. Cando o nUmero de variables € inferior a 7 e se quere aplicar
un deseno de Plackett-Burman (o numero de variables minimo nestes desenos
€ 7) é preciso considerar que as variables sobrantes son “falsas” ou “postizas”.
Estas variables dardn uns coeficientes na ecuacidén do modelo moi pequenos
ou nulos. Como se reduce o numero de experimentos, en relacion 6 deseno
factorial completo, tamén se perden graos de liberdade, feito que provoca un
efecto de confusidon para cada variable respecto dos termos de interaccion.
Isto mesmo ocorre para as variables “falsas”, e polo tanto, os seus coeficientes
incluirdn efectos de interaccion dos demais. Estes efectos van proporcionar
informacién de dous tipos:

- Saber ata que punto as interaccidns son despreciables

- Se non existen interaccidéns, € unha maneira de avaliar os erros

puramente experimentais
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Polo tanto, a partir das variables “falsas” vaise obter informacidon sobre os
efectos de confusidon das variables verdadeiras. Se se incluiu mdis dunha
variable “falsa”, terase conecemento acerca da existencia ou non de
interaccions [150].

Neste traballo de investigacion, o paquete estatistico Statgraphics Plus
version 5.1 € quen proporciona a matriz do deseno[151].

Unha vez conecidas as variables que afectan ¢ sistema pode definirse o
deseno factorial. Este deseno aforrard tempo e cartos, xa que gracias a el se
reduce considerablemente o nimero de experimentos a realizar para a

resolucion do sistema.
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XUSTIFICACION E OBXECTIVOS

O interés da determinaciéon dos metais en mostras de alimentos ten
importancia dende o punto de vista nutricional e tdxico. Para poder
diferenciar entre o cardcter nutricional ou téxico dun metal é preciso conecer
a concentraciéon na cal se atopa o mesmo nos alimentos, posto que,
probablemente tddolos metais son tdxicos se se inxiren en concentraciéns
elevadas. Nalguns casos, ademais, € posible obter informaciéon de cardcter
medioambiental a través do conecemento da concentfracion de metais en
alimentos, como é o caso dos moluscos e peixes e vexetais, conecidos como
bioindicadores ambientais. Estas razéns xustifican a necesidade dun control
riguroso do contido de metais en alimentos.

A maior parte das técnicas analiticas para a determinacién de metais en
mostras sélidas requiren a obtencion dunha disolucién adecuada das mesmas
antes da sua insercién no instrumento de medida. A maioria destes procesos
lévanse a cabo de xeito manual e son tratamentos complexos, tediosos e
dificiles de controlar sistemdticamente, resultando asi a fonte de erros e
problemas de contaminacion mdais frecuente no proceso analitico. Por outra
parte, o nivel de concentracidén no cal moitos analitos de interés se atopan nas
mostras (orde de ug/g ou menor) fai imposible a determinacién directa dos
mesmos polas técnicas mdis habituais. Este feito obriga a introducir unha
etapa de preparacién da mostra na cal o analito se concentra con respecto
& concentracion que presenta na mostra orixinal.

A andlise por inxeccion en fluxo demostrou ser unha ferramenta moi Util na

automatizacion e miniaturizacion dos procesos incluidos na primeira etapa do
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proceso anadlitico. A metodoloxia FIA caracterizase por ter un fundamento
simple e un dispositivo econdmico e doado de manexar, que proporciond
resultados exactos e precisos, posto que a manipulacion da mostra € minima.
Tradtase dunha técnica rdpida na cal o consumo de mostra e reactivos € moito
menor que nas metodoloxias discontinuas.

Neste fraballo de investigacion preténdese optimizar, desenvolver e
proponer metodoloxias analiticas automdticas basadas na andlise por
inxeccion en fluxo (FIA), que permitan realizar o tratamento de diferentes tipos
de mostras sélidas de natureza alimenticia empregando a enerxia de ultraséns,
preconcentrar o extracto dcido facendo uso de resinas quelantes e
determinar os metais (cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel) mediante
espectrometria de absorcion atdmica con chama (FAAS). A principal
innovacion que aportan estes sistemas € a automatizacién do tratamento
previo da mostra e da preconcentracion. A automatizacion do fratamento
previo da mostra permite evitar gran cantidade de inconvintes derivados dos
procesos de dixestion e extraccién dcida levados a cabo de forma manual,
como son o elevado tempo que require o proceso e o emprego de acidos
concentrados. Con respecto & automatizacién da preconcentracién, a
metodoloxia FIA permite obter factores de preconcentracion de 5 a 50 veces
maiores que os obtidos mediante os procedementos manuais. A mostra sélida
infrodUcese nunha columna de vidro comercial, que se conecta 6 sistema
continuo e se sumerxe no bano de ultraséns. A disoluciéon extractante circula a
través da columna que contén a mostra, impulsada por unha bomba
peristdltica. Unha vez extaido o metal, o extracto dcido mestirase cunha
disolucion tampdn que permite regular o seu pH e faise pasar a través dunha

minicolumna de vitdn, fabricada no laboratorio e empaguetada cunha resina
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guelante, onde se vai reter o metal. Finaimente, o metal retido ellese cun
determinado volume de dcido clorhidrico que é transportado cara o detector

(FAAS) onde se monitoriza de forma continua.

Os obxectivos plalintexados para a redlizacion deste traballo de

investigacion foron os seguintes:

- Desenar e optimizar dispositivos en confinuo que permitan extraer
cuantitativamente o cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel das
mostras sélidas empregando a enerxia de ultraséns. Os tipos de
matrices sdlidas nas que se estudia a extraccion destes metais son:

- Moluscos e peixes

- Vexetais

- Carnes

- Froitos secos

- Legumes

- Cereais e derivados

- Queixos e derivados

- Desenar e optfimizar dispositivos en continuo que permitan levar a
cabo a preconcentracion dos metais contidos no extracto dcido da
mostra, empregando resinas quelantes. As resinas quelantes
comerciais nas que se estudia a preconcentracién dos metais son:

- Chelite P, con grupos aminometilfosfénico
- Serdolit Che, con grupos iminodiacetato

- Duolite GT-73, con grupos tiol
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Desenar e opfimizar sistemas FIA que incorporen os dispositivos de
extraccidn e preconcentracién e que permitan a deteccion por FAAS
de maneira continua de cada metal extraido das mostras

anteriormente citadas.

Establecer e proponer novas metodoloxias analiticas automdaticas
que permitan a determinacién rutinaria do cadmio, chumbo,

cobalto, cromo e niquel en mostras sdlidas de natureza alimenticia.

Aplicar os métodos propostos & determinacién de cadmio, chumbo,
cobalto, cromo e niquel en mostras soélidas reais de natureza

alimenticia.
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1. DESCRIPCION DOS SISTEMAS DE FLUXO CONTINUO
PARA OS PROCESOS DE PRECONCENTRACION E
EXTRACCION DOS METAIS DAS MOSTRAS SOLIDAS

ASISTIDOS POR ENERXIA DE ULTRASONS.

Este traballo de investigacion estd enfocado no estudio da extraccidén do
cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel de mostras sdlidas de natureza
alimenticia e preconcentracion de ditos metais empregando para tal fin
resinas quelantes comerciais, para a posterior determinacidn  por
Espectrometria de Absorcion Atémica con Chama. Para isto, desendronse
dispositivos FIA nos que se poden distinguir tres etapas fundamentais:
- Extraccién continua dos metais da mostra sélida asistida por enerxia de
ultrasons.
- Preconcentracién dos metais contidos no extracto mediante o
emprego dunha resina quelante.
- Elucion dos metais retidos na resina e conduccion dos mesmos 6 sistema

de deteccion (FAAS) mediante un liquido portador.

Desendronse dous tipos de dispositivos FIA que se diferencian na
incorporacién de unha ou duas minicolumnas conectadas en serie no bano
de ultraséns. O sistema FIA mdis sinxelo, € dicir, aquel que contén unha Unica
minicolumna, empregouse na determinacion de cadmio, cobalto, cromo e
niquel nas diferentes matrices sélidas, e na determinacion de chumbo en

mostras de peixes e moluscos (Figura 12). A necesidade de incorporar outra

75



PARTE EXPERIMENTAL

minicolumna de exitraccidon conectada en serie débese 4& baixa
concentraciéon do chumbo no resto das mostras obxecto de estudio, excepto
mosluscos e peixes (Figura 13).

Para levar a cabo a optimizacidn da etapa de preconcentracion

desenouse o sistema FIA que se describe na Figura 14.
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Figura 12. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio, cobalto,
cromo e niquel en mostras sélidas de natureza alimenticia e chumbo en peixes
e moluscos. DE, disolucion exfractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccién; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a
mostra soélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, vdlvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdmica con chama.
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DISOLUCIGN
FATRGN
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ULTRAPURA

ACETATO

A GNICD ABUA
ULTRAPURA

Figura 13. Sistema FIA empregado para a determinacion de chumbo nas
diferentes mostras de natureza alimenticia, agds na matriz de peixes e
moluscos. DE, disolucion extractante; DE, disolucion extractante; B1 e B2,
bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de seleccion; BU, bano de ultrasons; M1
e M2, minicolumnas que contenen a mostra solida; RM1 e RM2, reactores de
mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccidén; MN, minicolumna que contén a

resina quelante e FAAS, espectrofotdmetro de absorciéon atdmica con chama.
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ULTRAFURA RM

EXTRACTO
0.000

FAAS
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Figura 14. Sistema FIA empregado para a preconcentracién en continuo dos
diferentes metais. B, bomba peristdltica; VS1 e VS2, vdlvulas de seleccion; VI,
vdlvula de inxeccidn; RM, reactor de mestura; MN, minicolumna que contén a
resina quelante; D, desfeito e FAAS, espectrofotdmetro de absorcidn atdmica

con chama.
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1.1 Instrumentacioén e reactivos
Extraccion continua dos metais da mostra sélida
Aparatos
- Bomba peristdaltica GILSON MINIPULS-3, con oito canles e selector de
velocidade.
- Vdlvulas de baixa presion Rheodyne modelo 5041.
- Tubos para bomba peristdltica de viton de 43,5 cm x 1,422 mm d.i.
- Tubo de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,8 mm d.i. para o circuito FIA.
- Minicolumna de vidro OMNIFIT de 100 mm x 3 mm d.i., con dous
terminais fixos € 700 uL de volume de leito.
- Bano de ultraséns SELECTA de 550 W de potencia, con temperatura e

tempo programable e unha frecuencia de 40 KHz.

Reactivos
- Auga ultrapura de 18,2 MQ - cm de resistividade especifica, obtida polo
sistema Milli-Q (Millipore Corp.).
- HNOs3 (Scharlau Chemie, Barcelona): 70%, d=1,40 g/mL, Pm=63,01 g/mol.

- HCI (Scharlau Chemie, Barcelona): 37%, d=1,19 g/mL; Pm=36,46 g/mol.

Preconcentracién dos metais contidos no extracto
Aparatos
- Bomba peristdltica GILSON MINIPULS-3, con oito canles e selector de
velocidade.
- Vdlvulas de baixa presion Rheodyne modelos 5041

- Tubos para bomba peristdltica de vitéon, de 43,5 cm x 1,422 mm i.d.
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- Tubo de politetrafluoroetiieno (PTFE) de 0,8 mm d.i., para o reactor de
mestura e as conexions do sistema.

- Minicolumna que contén a resina quelante, construida de tubos de
vitén, de 43,5 cm x 1,016 mm i.d., 43,5 cm x 1,524 mm i.d. e 43,5 cm x

2,057 mmi.d.

Reactivos

Resina quelante CHELITE P, con grupos aminometilfosfonicos (Serva

Electrophoresis GmbH, Alemania).

- Resina quelante SERDOLIT CHE, con grupos iminodiacético (Serva
Electrophoresis GmbH, Alemania).

- Resina quelante DUOLITE GT-73, con grupos fiol (Supelco, Madrid).

- Acetato amoénico (Merck, Alemania): Pm=77,08 g/mol.

- Cloruro amonico (Merck, Alemania): 53,49 g/mol.

Elucién dos metais contidos no extracto e conduccién do eluato 6 sistema de
deteccién
Aparatos e instrumentacion analitica
- Bomba peristdltica GILSON MINIPULS-3, con oito canles e seleccion de
velocidade.
- Tubos para bomba peristdltica de vitdn, de 43,5 cm x 1,422 mm i.d.
- Tubo de politetrafluoroetilieno (PTFE) de 0,8 mm de d.i. para o circuito
FIA.
- Vdlvulas de baixa presion Rheodyne modelos 5041 e 5020 (vdlvulas de

seleccion e inxeccion, respectivamente).
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Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica Perkin EImer, modelo 5000,
con chama aire-acetileno, sistema de nebulizacion de bola de
impacto, isqueiro de 10 cm e unha Idmpada de deuterio como
corrector de fondo. O espectrofotdbmetro estd conectado a un
rexistrador de sinal cun rango de 50 mV.

Ladmpadas de cdtodo oco para cada metal.

As condicidns de medida no espectrofotdbmetro de absorcidon atdmica
Perkin Elmer modelo 5000, recdllense na Taboa 15.
Taboa 15. Condicidéns de medida no espectrofotémetro de absorcion atdémica
Perkin Elmer, modelo 5000, para cada metal.

A Rendixa Tipo de chama Tipo de Intensidade
Elemento )
(nm) (nm) aire-acetileno lampada (mA)

Cd 228.8 0,7 Oxidante Cdatodo oco 8

Pb 283.3 0,7 Oxidante Cdatodo oco 15

Co 240,7 0,2 Oxidante Cdatodo oco 30

Cr 357.,9 0,7 Reductora Cdatodo oco 30

Ni 232,0 0,2 Oxidante Cdatodo oco 30
Reactivos

Auga ultrapura de 18,2 MQ-cm de resistividade especifica, obtida polo
sistema Milli-Q (Millipore Corp.).

HCI (Scharlau Chemie, Barcelona): 37%, d=1,19 g/mL; Pm=36,46 g/mol.
Disolucion patrén de cadmio 1 mg/mL (0,5 N HNOs). Acros Organics,
New Yersey, USA.

Disolucion patrén de chumbo 1 mg/mL (2 % HNOs). Acros Organics, New

Yersey, USA.
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- Disolucion patron de cobalto 1 mg/mL (2 % HNOs). Acros Organics, New
Yersey, USA.

- Disolucién patrén de cromo 1 mg/mL (2 % HCI). Acros Organics, New
Yersey, USA.

- Disolucion patréon de niquel T mg/mL (2 % HNOs). Acros Organics, New

Yersey, USA.

1.2 Preparacion das mostras

Para poder levar a cabo a andlise, as mostras foron trituradas e
homoxeneizadas, e secdronse nunha estufa a 60 + 5 °C, ata peso constante.
Unha vez eliminada a humidade das mostras, tamizdronse e separdronse as

fraccions con tamano de particula menor a 30 um e entre 30 € 100 um.

1.3 Procedemento
O esquema de traballo do método para levar a cabo a determinacion de
cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel bdsase en tres etapas.

Na primeira etapa realizase a extraccién continua dos metais contidos nas
mostras sélidas. Para levar a cabo esta etapa, o sistema FIA consta dun circuito
qgue contén unha columna de peguenas dimensidns na cal se vai infroducir a
mostra sélida (da orde de mg). A preparacion desta minicolumna é un factor
de gran importancia no proceso de extraccién, posto que a compactacién
da mostra dentro da mesma pode xerar grandes presidons no sistema FIA,
ocasionando perdas do analito. Antes de infroducir a mostra na minicolumna
vaise crear un ‘“leito” de la de vidro, para facilitar o paso da disolucion
extractante a través da mesma. Ademais, para evitar calquera obturacién do

sistema pola saida da mostra sélida da minicolumna durante o proceso,
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colécanse nos extremos da mesma filfros de papel (Whatman 541). Na Figura
15 pode verse unha das minicolumnas empregadas para levar a cabo a

extraccién continua asistida por ultraséns.

=

LA DE VIDRO

Figura 15. Fotografia da minicolumna na cal se infroduce a mostra

sélida no sistema continuo de extraccion.

Unha vez preparada a minicolumna insértase no sistema FIA. A bomba
peristdltica impulsa a disolucion extractante cara o circuito que unha vez
cheo, se pecha, xirando a valvula de seleccidon VS1 (Ver Figura 16A).

A disolucion extractante mantense en contacto coa mostra durante un
certo tempo e a unha certa temperatura baixo a accidén da enerxia dos
ultraséns (Figura 17). O bombeo altérnase en ambos sentidos, para evitar as
obstruccions no sistema por compactacion da mostra. Durante a extraccion,
na oufra parte do sistema, a disolucion do blanco € medida no detector

(Figura 16B).
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Figura 18A. O circuito de extraccidon énchese coa disolucion extractante.
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Figura 16B. Proceso de exfraccion continua e medida da disolucion do
blanco.

Figura 16 (A, B). Sistema FIA simple empregado indicando as etapas do
proceso. 16A, O circuito de extraccidén énchese coa disolucion extractante;
16B, Proceso de exfraccion continua e medida da disolucion do blanco.
DE, disolucion extractante; VS1-VS5, valvulas de seleccion; B1 e B2, bombas
peristdlticas; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a mostra
solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, vdlvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante; FAAS,

espectrofotdbmetro de absorcion atémica.
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Unha vez transcorrido o tempo de extraccion, xirase a valvula de seleccion
VS2 e o extracto dcido pasa & parte do sistema FIA onde vai ter lugar a

preconcentracion.

Figura 17. Fotografia da minicolumna que contén a mostra, sometida &

accion da enerxia dos ultraséns.

Na segunda etapa o extracto dcido mestirase cunha disolucion de
acetato amodnico de concentracién axeitada, para axustar o valor do pH no
intfervalo de retenciéon optimo. Esta mestura atravesa un reactor, cuxa funcion
€ homoxeneizala. A continuacién a mestura homoxeneizada é conducida a
través dunha minicolumna empaqguetada cunha resina quelante, que retén o
metal de interés mediante a formacidn dun quelato estable. Mentras tanto, &

detector chega auga ultrapura a través da vdalvula de seleccion VS5. Para
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preparar as minicolumnas de preconcentracion coértanse tubos de vitdn para
bomba peristdltica de 12 cm de lonxitude e diferentes didmetros internos
(1,016 mm, 1,524 mm e 2,057 mm). A continuacién, pésanse 50 mg de cada
unha das resinas e introddcense nas minicolumnas coa axuda dunha xeringa,
fixdndose nas mesmas con I& de vidro. A Figura 18 recolle unha fotografia
dunha das minicolumnas empregadas para a preconcentracién. Para que a
retencion dos metais tena lugar de maneira efectiva na resina Chelite P, é
preciso acondicionala facendo pasar a través da mesma unha disolucién de
cloruro amoénico de 3 yg/mL (a un caudal de 0,5 mL/min, durante 5 minutos),

posto que nesta resina o cambio amonio-metal funciona mellor que o cambio

protébn-metal.

RESINA

LA DE VIDRO

Figura 18. Fotografia da minicolumna empaqgquetada coa resina quelante,

empregada para levar a cabo a preconcentracion.
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Na Ultima etapa, o metal retido elUese cun determinado volume de dcido
clorhidrico (bucle da vdlvula de inxeccion), detectdndose no

espectrofotdbmetro de absorcion atébmica (Figura 16C).

e = m————
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1 oe WiZ 1
51 .
1 = 1
I = 1
| i SRt | o
L - RFL __BU_ _ L ___I
ELUENTE
DSOLUCIEN
PATRON {H\'
AGUA
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Figura 16C (continuacion A, B). Sistema FIA simple empregado indicando as
etapas do proceso: determinacion do metal contido no eluente. DE,
disolucion extractante; VS1-VS5, vdlvulas de seleccion; Bl e B2, bombas
peristdlticas; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a mostra
solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, vdlvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante; FAAS,

espectrofotdmetro de absorcion atdmica.

Co obxectivo de poder estudiar os resultados obtidos & aplicar o
procedemento descrito para o sistema FIA proposto, levouse a cabo
paralelamente a andlise das mostras seguindo un método de referencia,
basado na dixestion convencional das mesmas con HNOz concentrado baixo
a accion calorifica e posterior preconcentracion na resina quelante,
axustando previaomente o pH con acetato amodnico. A determinacién de

cada metal realizouse por FAAS.
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2. OPTIMIZACION DOS PARAMETROS QUE AFECTAN A

PRECONCENTRACION DOS METAIS NO SISTEMA FIA

Estudiouse a preconcentracion dos metais empregando para tal fin tres resinas
quelantes comerciais diferentes:

- Chelite P, con grupos aminometilfosfénicos

- Serdolit Che, con grupos iminodiacético

- Duolite GT-73, con grupos tiol

Para redlizar a optimizacion dos pardmetros que afectan &
preconcentracion dos metais empregouse un deseno factorial debido a que o
numero de variables potencialmente implicado é elevado (6 variables). Foi
preciso aplicar un deseno factorial de Screening, para reducir de maneira
significativa o nUmero de experimentos a realizar na optimizacion. Un dos
desenos de Screening mdis empregados € o deseno de Plackett-Burman. Este
deseno permite fraccionar un deseno factorial completo proporcionando
numeros de combinacions de factores que son multiplos de catro. Asi, se se
aplicara un deseno factorial completo para seis variables a dous niveis (2¢) o
nUmero de experimentos a realizar seria de é4. Non obstante, a aplicacion do
deseno de Plackett-Burman cun punto central, como o que se aplica neste

traballo, implica a realizacion de tan sé 13 experimentos.
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As variables a optimizar no proceso de preconcentracion dos metais son as
seguintes:

- pHda mostra

- Caudal de mostra

- Concentracion de eluente (HCI)

- Volume de eluente

- Caudal de elucion

- Didmetro da minicolumna

Para poder aplicar este deseno factorial foi preciso fixar previomente os
valores mdximos e minimos que pode tomar cada unha destas variables. Estes
valores foron seleccionados en funcidén de experimentos realizados en estudios
previos, en tdédolos casos.

O deseno factorial aplicado é o deseno de Plackett-Burman 2A6*3/16 de
resolucién tipo lll e con VI graos de liberdade, cun punto central (Statgraphic
Plus v.5.1), que implica a realizacion de 13 experimentos non randomizados.
Neste deseno considerouse un punto central, no cal as variables foman un
valor intermedio entre os limites superior e inferior. A Taboa 16 mostra a matriz
correspondente a este deseno factorial cos 13 experimentos que foi preciso
realizar para a optimizacion do proceso. Nesta matriz indicase como +1 cando
a variable toma o valor méximo, =1 cando o valor que toma é o minimo e 0
cando toma o valor medio. Como pode observarse, a Ultima fila da matriz estd
constituida polos valores minimos de cada unha das variables. Ademais,
mantense a ortogonalidade, posto que o nUmero de veces que aparecen 0s

niveis altos (+1) é igual & nUmero de veces que aparecen os niveis baixos (-1).
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Taboa 16. Matriz de Plackett-Burman 2A6*3/16, no cal se obtefen

experimentos para as é variables citadas.

13

Experimento A B C D E F
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1
7 0 0 0 0 0 0
8 -1 1 +1 +1 -1 +1
9 -1 -1 +1 +1 +1 -1
10 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 +1 -1 -1 -1 +1 +1
12 -1 +1 -1 -1 -1 +1
13 -1 -1 -1 -1 -1 -1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, Caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Unha vez obtida a matriz en funcién das variables implicadas e dos seus

valores mdaximos e minimos, realizaronse os experimentos fixados pola mesma

empregando o dispositivo FIA indicado na Figura 14. Para realizar ditos

experimentos, empregdronse disoluciéns patrén de cada un dos metais. A

concentracion das disolucidns patrdon fixouse en funcidn do contido habitual

do metal atopado na bibliografia en referencia &s diferentes mostras sélidas.
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A variable resposta € o % Recuperacion do metal en cada experimento

proposto polo deseno, como se indica na seguinte ecuacion:
. A
(%)Recuperacion = Ex] 00

A: concentracién do metal na disolucion patrén obtida utilizando o sistema FIA proposto

B: concentracién conecida do metal, contido na disolucién patrén

Os experimentos da matriz de Plackett-Burman realizéronse por duplicado,
de maneira que o % Recuperacion indicado é a media dos dous
experimentos.

Unha vez obtidos os datos experimentais, procédese, en cada caso, a

andlise correspondente do deseno.
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2.1 Preconcentracién do cadmio
A optimizacion deste proceso de preconcentracién levouse a cabo
empregando o dispositivo FIA indicado na Figura 14.

O deseno factorial de Plackett-Burman 2A6*3/16 de resolucion tipo Il con 6
graos de liberdade e un punto central foi o utilizado para a optimizacion, tal e
como se indicou anteriormente. As variables que afectan ¢ proceso de
preconcentracién, asi como os valores mdximos € minimos fixados para as
mesmas, dacordo con experimentos realizados previamente, recdllense na

Taboa 17.

Taboa 17. Valores mdximos e minimos establecidos para cada unha das

variables no deseno de Plackett-Burman.

VARIABLE NOTACION VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
pH da mostra A 1 7
Caudal de mostra B 0.5 mL/min 4,0 mL/min
[HCI] (eluente) C 01M 3.0M
Volume de eluente D 70,4 uL 190,0 uL
Caudal de eluente E 3 mL/min 5 mL/min
Didmetro da minicolumna F 1 mm 2 mm

Unha vez obtida a matriz do deseno readlizGronse os 13 experimentos
indicados na mesma, utilizando o dispositivo FIA indicado na Figura 14. Este
deseno aplicouse a unha disolucion patrén cadmio de 0,04 ug/mL, facéndose
pasar a través de cada minicolumna de preconcentracion 2 mL da mesma. A
malftriz de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha das variables en
cada un dos experimentos, xunto co % Recuperaciéon obtido en cada un deles

para cada unha das resinas, recdllese na Tdboa 18. Os experimentos
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realizaronse por duplicado, polo cal o % Recuperacion € a media dos dous

resulfados obtidos.

Taboa 18. Matriz do desefio de Plackett-Burman cos valores de cada variable
en cada experimento e % Recuperacidon obtido en cada experimento para

cada resina.

% Recuperacion

Serdolit Duolite
D E F Chelite P

&
>
w
(@]

Che GT73
1 7 0.5 3 70,4 3 1 22,1 19,7 7.8
2 7 4 0.1 190 3 1 39,4 62,1 2,0
3 1 4 3 70,4 5 1 0.0 8.5 0.0
4 7 0.5 3 190 3 2 90,1 104,5 27,9
5 7 4 0.1 190 5 1 9.2 52,0 1.0
6 7 4 3 70,4 5 2 13,9 23,0 1,2
7 4 225 155 1302 4 1.5 26,8 54,5 1,5
8 1 4 3 190 3 2 0.0 40,7 0.0
9 1 0.5 3 190 5 1 0.0 45,5 0.0
10 1 0.5 01 190 5 2 0.0 34,9 0.0
11 7 05 01 704 5 2 6,0 15,0 2,1
12 1 4 0.1 704 3 2 0.0 6,8 0.0
13 1 05 01 704 3 1 0.0 12,0 0.0

NE, nUmero de experimento; A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion
de eluente (HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucidon; F, didmetro da

minicolumna.

Unha vez obtidos os datos experimentais, procedeuse & andlise do deseno.
En primeiro lugar € preciso conecer aquelas variables que son significativas
para o cal se recurre as Cartas Pareto Estandarizadas (Figura 19). Nestes
grdficos represéntase o valor absoluto do efecto estimado de cada variable
no proceso mediante barras, o cal nos permite visualizar a importancia relativa

das mesmas.
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Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperaciéon na
Preconcentraciéon do Cd na Resina Chelite P

A ‘ I ‘ I ‘ 30.1 I |

D | | 16.1

c ‘ | 1.2

s | N -~

e L Jes | | | |
O 0.5 1 1.5 2 2,5 3

Efecto Estandarizado

[ Efecto estimadao

mm Efects sstimade

positivo

negative

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconcentraciéon do Cd na Resina Serdolit Che

| Y

A ‘ 21,3

e (L s
e

F 1 1 1 1 1 1
0 1 2 2 4 5

Efecto Estandarizado

1 Efecto estimadao

mm Efecto sstimado

positivo

negative

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperaciéon na
Preconcentracién do Cd na Resina Duolite GT73

A | | | | ‘ 7.0 |

B 5.6

E -5,

C ‘ | 5.3

F | | 3.4

5 \ | | 3.3 | | |
o 0.5 1 1.5 2 2,5

Efecto Estandarizado

[ Efecto estimado

mm Efecto estimado

frositive

negative

Figura 19. Carta pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no

deseno factorial. A lina vertical indica o limite de significacién estatistica para

os efectos. A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente

(HCI);

minicolumna.

D, volume de eluente; E, Caudal de elucion;

F,

didmetro da
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2.1.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos & aplicar o deseno factorial de Screening &
preconcentracién do cadmio, obsérvase que o pH da mostra e o volume de
eluente son, respectivamente, as variables estatisticamente significativas para
as resinas Chelite P e Serdolit Che, mentras que para a resina Duolite GT73 non
hai ninguna variable que supere o nivel de significacién estatistico establecido
(95 % de confianza, representado pola lina vertical).

Os dous factores presentan un efecto estimado positivo e elevado, é dicir,
unha gran influencia positiva no proceso. Asi, un incremento nestas variables
implica unha maior eficacia no proceso de preconcentracion.

As demais variables presentan unha maior ou menor influencia no proceso,
pero sen superar o nivel de significacion estatistica establecido. O didmetro da
minicolumna, a concentraciéon de eluente e o volume de eluente (para a
resina Chelite P) e o didmetro da minicolumna, a concentracion de eluente e
o pH da mostra (para a resina Serdolit Che) son variables estatisticamente non
significativas que presentan un efecto estimado positivo. O efecto positivo da
concentraciéon de eluente explicase tendo en conta que o eluente debe
romper o quelato formado polo metal e os grupos activos da resina, e polo
tanto, canto maior sexa a sua concentracion, madis doado serd romper dito
enlace. No caso do pH da mostra hai que ter en conta que canto maior é a
concentraciéon de protdns, mdis dificil € o cambio protdn-metal necesario para
a retencién deste Ultimo. O volume de eluente tamén ten un efecto estimado
positivo, posto que un volume pegueno do mesmo non seria capaz de
arrastrar todo o metal retido na resina. No que respecta ¢ didmetro da
minicolumna, obsérvase que ten un efecto positivo na preconcentracion, pero

este efecto non é de gran valor analitico. Isto débese a que a
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preconcentracion é cuantitativa no intervalo de didmetros de minicolumna
estudiado, afectando apenas 6 proceso.

Por outra parte, obsérvase que os efectos estimados dos caudais de mostra
e elucion son negativos, o que indica que a eficacia da preconcentracion é
inversamente proporcional a ditos factores no intervalo estudiado; € dicir,
canto menor sexan os valores destas variables, mdis favorecido se verd o
proceso de preconcentracion. Isto pode xustificarse tendo en conta que os
caudais de mostra e elucién estdn limitados polas caracteristicas cinéticas do
material quelante e pola capacidade do sistema de manter o fluxo constante
baixo grandes presions. Un excesivo caudal de mostra pode provocar a
retencion incompleta do metal debido ¢ tempo de contacto insuficiente entre
a mostra e o material de empaguetamento. A velocidade optima de elucién
depende da fortaleza coa que os analitos estean retfidos no axente quelante,
e da capacidade do eluente para arrastralos ata o detector.

No caso da resina Duolite GT73 non hai ningunha variable estatisticamente
significativa, e ainda que se mantenen as mesmas tendencias das variables
gue nas outras duas resinas, os efectos estimados dos factores son moi baixos.

Unha vez analizados os resultados obtidos tras aplicar o deseno de Plackett-
Burman, os valores 6ptimos segun o deseno de Screening para cada unha das

variables son os indicados na Taboa 19.
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Taboa 19. Valores éptimos dacordo co deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentraciéon do cadmio

nas diferentes resinas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES

Variable DACORDO CO DESENO DE PLACKETT-BURMAN
Chelite p Serdolit che Duolite GT73

A 7 7 7

B (mL/min) 0,5 0,5 0.5

C (M) 3 3 3

D (uL) 190,0 190,0 190,0

E (mL/min) 3 3 3

F (mm) 2 2 2

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Dado que o deseno de Plackett-Burman nos proporciona as tendencias
das variables cara o éptimo, e non o valor éptimo das variables en si, levaronse
a cabo unha serie de experimentos féra do marco do deseno, dacordo cos
resultados obtidos no mesmo, para obter os valores mdis adecuados das
variables que nos proporcionen unha boa recuperacioéon; € dicir, o valor éptimo

das mesmas.

2.1.2 Experimentos realizados féra do marco do deseno

A realizacién destes experimentos ten como obxectivo obter o valor dptimo
das variables, posto que, como xa se comentou anteriormente, o deseno de
Plackett-Burman tan sé nos proporciona as tendencias das variables cara o
valor éptimo dentro do intervalo de valores establecido previamente para
cada variable. Non se aplicou outro deseno factorial para afinar estes valores
posto que un deseno que proporcione o valor éptimo preciso implica a

realizacion dun elevado nUmero de experimentos. Ademais, neste momento,
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Xxa se posue bastante informacion sobre o comportamento de cada unha das
variables implicadas no proceso de preconcentracidbn como para poder
axustar o valor 6ptimo das variables realizando un niUmero pequeno de
experimentos.

Esta optimizaciéon levouse a cabo mediante unha serie de experimentos
que se readlizaron por triplicado, mediante un estudio variable a variable,

partindo dos valores éptimos proporcionados polo deseno.

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da preconcentracién do
cadmio empregando a resina quelante Chelite P
En primeiro lugar estudidronse as variables con menor peso ou importancia no
proceso de preconcentracion. Dentro das variables non significativas con
efecto estimado positivo estdn o didmetro da minicolumna (efecto
estimado=46,5), a concentracion de eluente (efecto estimado=11,9) e o volume
de eluente (efecto estimado=16,1). O didmetro da minicolumna estudiouse
entre 1 e 2 mm. Segun os resultados proporcionados polo deseno, o valor
optimo seriac 2 mm, pero estudiouse a posibilidade de traballar con
minicolumnas de 1 mm de didmetro, para evitar a necesidade de facer
axustes nas conexions entre a minicolumna e o sistema FIA. Na Taboa 20
mostrase o resultado deste experimento: o emprego de minicolumnas con

didmetro interno de 1 mm proporciona resultados cuantitativos.
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Tdboa 20. Experimento readlizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 3 190 3 1 99,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto & concentracion de eluente e segin os resultados
proporcionados polo deseno, o valor é6ptimo desta variable seria 3 M. A
posibilidade de empregar concentraciéons maiores a 3 M non se estudiou,
posto que se poderian ver afectadas partes do nebulizador do equipo de
absorcién atdmica. Estudiouse, non obstante, a posibilidade de diminuir este

valor. Tal e como se pode ver na Taboa 21, dita diminucién non foi posible.

Taboa 21. Experimento realizado para a optimizacién da concentracién de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 2 190 3 1 74,9

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente € a variable non significativa co efecto estimado
positivo mdis elevado. Segun o deseno de Plackett-Burman, o valor éptimo
desta variable seria 190 uL. O estudio da diminucién deste valor resulta de gran
interés, posto que implica a obtencidon dun maior factor de preconcentracion.
Como se pode observar na Tdboa 22, comprobouse que o menor volume de
eluente capaz de proporcionar unha recuperacion cuantitativa foi de 92 L.

Este bucle é o de menor tamano que se pode construir, debido ds

98




PARTE EXPERIMENTAL

caracteristicas xeométricas da vdlvula de inxeccion. Diminuir ainda mais o
volume de eluente implicaria o emprego solamente do bucle interno da
valvula (70,4 uL), que segun o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman

(Tdboa 18) non proporciona un resultado cuantitativo.

Taboa 22. Experimento realizado para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 3 92 3 1 99,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra e o caudal de eluciéon son as varibles non significativas
con efecto estimado negativo. Segun o deseno de Plackett-Burman, os valores
éptimos destas variables serian 0,5 e 3 mL/min, respectivamente. Estudiouse a
posibilidade de aumentar ditos valores co obxectivo de conseguir asi unha
maior frecuencia de mostraxe e unha maior sensibilidade (posto que a
velocidade de aspiracion do nebulizador e o caudal de elucion han de ser
similares). O caudal de mostra aumentouse ata 2 mL/min, mentras que valores
do caudal de elucién maiores a 3 mL/min non proporcionaron recuperacions

cuantitativas, tal e como se recolle na Tadboa 23.
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Tdboa 23. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 2 3 92 3 1 96,1
7 3 3 92 3 1 56,0
7 2 3 92 4 1 44,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O pH da mostra é a Unica variable significativa e ten un efecto estimado
positivo. Levouse a cabo un estudio para conecer o intervalo de pH no cal a
retencion do cadmio na resina é efectiva. Os resultados deste estudio poden

observarse na Taboa 24.

Taboa 24. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencion do cadmio na resina € efectivo.

B C D E F Recuperacion
A (mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
2 2 3 92 3 1 72,0
3 2 3 92 3 1 99.7
8 2 3 92 3 1 106,1
9 2 3 92 3 1 46,2

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Como pode observarse na Tdboa 24, a retencidn do cadmio na resina
Chelite P é efectiva no intervalo de pH 3-8. A pH 2 a concentracion de protdns
é demasiado elevada para que tena lugar de forma efectiva o cambio
protdbn-metal. A pH 9 ten lugar a precipitacién parcial do cadmio como

hidroxido, diminuindo asi a sua retencion.
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Unha vez optimizadas tdédalas variables, tendo en conta os resultados
obtidos no deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable
implicada na preconcentracion do cadmio na resina Chelite P son os que se

recollen na Taboa 25.

Taboa 25. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracién do cadmio na resina Chelite P.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 3-8
Caudal de mostra 2 mL/min
Concentracién de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 92 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
cadmio empregando a resina quelante Serdolit Che

No caso da preconcentracion do cadmio na resina Serdolit Che, a Unica

variable estatisticamente significativa resultou ser o volume de eluente.

A optimizacion féra do marco do deseno comezouse por aquelas variables
non significativas. Entre estas variables estdn, con efecto estimado positivo o
didmetro da minicolumna (efecto estimado=4,2), a concentracion de eluente
(efecto estimado=9.8) e o pH (efecto estimado=21,3), e con efecto negativo
os caudais de mostra e elucidon (efectos estimados de -6,4 e -11,1,
respectivamente).

O didmetro da minicolumna é a variable que ten a menor influencia no
proceso de preconcentracion. Estudiouse a posibilidade de traballar con

minicolumnas de didmetro 1 mm, para evitar asi a necesidade de realizar
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axustes nas conexions entre a minicolumna e o sistema FIA, precisas cando o
didmetro da minicolumna é maior. Na Tdboa 26 modstrase o resultado deste

experimento.

Taboa 26. Experimento readlizado para a optimizacidon do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 3 190 3 1 103,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

A concentracion de eluente é outra variable non significativa con efecto
estimado positivo, e polo tanto, o seu valor segun o deseno de Plackett-
Burman seria 3 M. A utilizacién de dcido clorhidrico menos concentrado non
proporciona resultados cuantitativos, de xeito que esta diminucién non se

puido levar a cabo, tal e como se mostra na Taboa 27.

Taboa 27. Experimento realizado para a optimizacién da concentracién de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 2 190 3 1 90,0

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O pH da mostra resultou ser a variable non significativa con maior efecto
estimado, proximo & lina que sinala a significacién estatistica 6 95 %. Non
obstante, estudiouse a posibilidade de diminuir o valor dado polo deseno de

Plackett-Burman (pH=7), que proporciona resultados cuantitativos segin o
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experimento 4 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 18) e estableceuse o
intervalo de pH efectivo para a retencion do cadmio na resina Serdolit Che. Os

resulfados deste estudio mdstranse nd Tdboa 28.

Taboa 28. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencion do cadmio na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
2 0,5 3 190 3 1 62,2
3 0.5 3 190 3 1 100,2
8 0,5 3 190 3 1 84,2

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

A vista destes resultados pode concluirse que a retencién do cadmio na
resina Serdolit Che é efectiva no intervalo de pH 3-7.

No que respecta ¢ caudal de mostra e 6 caudal de elucidn, estudiouse a
posibilidade de aumentar os valores 6ptimos segin o deseno de Plackett-
Burman (0,5 e 3 mL/min), co obxectivo de diminuir o tempo da
preconcentracién e polo tanto, de aumentar a frecuencia de mostraxe, e
aumentar a sensibilidade, posto que a velocidade de aspiracién do
nebulizador ha de ser similar & caudal de elucién. Os resultados obtidos
mostranse na Taboa 29. O caudal de mostra pode aumentarse ata 3 mL/min,
posto que este valor proporciona recuperacions cuantitativas, mentras que o

caudal de elucidn debe manterse no nivel minimo estudiado: 3 mL/min.
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Taboa 29. Experimentos realizados para a optimizacién dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 3 3 190 3 1 103,5
7 4 3 190 3 1 54,7
7 3 3 190 4 1 59.8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente é a variable estatisticamente significativa no proceso
de preconcenfracion do cadmio na resina Serdolit Che e ten un efecto
estimado positivo (42,4). Non obstante, estudiouse a posibilidade de diminuir o
valor optimo proporcionado polo deseno de Plackett-Burman, 190 uL, co
obxectivo de aumentar o factor de preconcentracién. A Taboa 30 mostra o
resulfado deste estudio. O menor valor de volume de eluente que

proporcionou unha recuperaciéon do metal cuantitativa foi o de 150,8 pL.

Taboa 30. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 3 3 140,8 3 1 88.4
7 3 3 150,8 3 1 96,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores 6ptimos das variables implicadas na preconcentracion do
cadmio na resina Serdolit Che, unha vez estudiadas cada unha delas féra do

marco do deseno, recdllense na Taboa 31.
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Tdboa 31. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracién do cadmio na resina Serdolit Che.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 3-7
Caudal de mostra 3 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 150,8 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
cadmio empregando a resina quelante Duolite GT73
Neste caso, ninguna das variables € estatisticamente significativa e os efectos
estimados das mesmas, a pesar de manter as mesmas tendencias que nas
outras resinas, son moi baixos. A matriz de Plackett-Burman (Tdboa 18) permite
observar que en ningun dos experimentos se obtenen recuperacions
cuantitativas, € mais, nin sequera se supera o 30 % de recuperaciéon do metal.
Mantendo os valores das variables nos opfimos segun o deseno de
Plackett-Burman, modificdronse os valores dos caudais de mostra e elucion,
que despois do pH son as variables con maior peso estatistico no proceso.
Neste caso, non se estudiou a posibilidade de aumentalos para obter unha
maior rapidez na andlise, senon que se estudiou a posibilidade de diminuilos,
para intentar obter recuperacidns cuantitativas. Os resultados deste estudio

recollense na Taboa 32.
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Tdboa 32. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 0,30 3 190 3 2 28,5
7 0,20 3 190 3 2 27,9
7 05 3 190 2 2 61,8
7 0,5 3 190 1.5 2 77,2

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

A vista dos resultados obtidos, pode concluirse que diminuindo o caudal de
elucion por debaixo dos valores iniciais considerados no deseno se consegue
aumentar o % Recuperacion ata un 77,2 %. Con valores desta variable
inferiores a 1,5 mlL/min, seguramente se obterian valores maiores de
recuperacion, ou incluso recuperaciéns cuantitativas. Non obstante, esta
diminucion ¢é totalmente inviable, posto que a minicolumna de
preconcentracién se conecta directamente & nebulizador do
espectrofotbmetro de absorcidon atdbmica, o que implicaria unha velocidade
de aspiracion inferior ou igual a 1,5 mL/min, o que provocaria unha diminucion
considerable na sensibilidade. A diminucidon do caudal de mostra por debaixo
do valor minimo considerado no deseno, non provoca un aumento
significativo  no % Recuperacién. Readlizouse un Ultimo  experimento
aumentando o volume de eluente por enriba do limite superior do deseno, a
pesar de ser esta a variable con menor efecto estimado. O resultado obtido

recollese na Taboa 33.
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Taboa 33. Experimento realizado para a optimizaciéon do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0,3 3 2428 1,5 1 78,4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O aumento no volume de eluente, a pesar de ser considerable, non supdn
un aumento significativo no % Recuperacion.

Tendo en conta os resultados obtidos e facendo unha pequena revision
bibliogrdfica, pode concluirse que o caudal de elucidn é unha variable
importante na elucién dos metais retidos na resina Duolite GT73, sendo preciso
empregar valores moi baixos desta variable para obter recuperaciéons
cuantitativas dos metais, como 0,36 mL/min [152] ou 0,5 mL/min [153,154].
Como xa se comentou anteriormente, a utilizacién dun caudal de elucién tan
baixo en técnicas de preconcentracion acopladas en continuo &
Espectroscopia de Absorcion Atédmica con Chama é inviable, de maneira que
se descarta a preconcentraciéon dos metais facendo uso da resina Duolite

GT73.

» Eleccion da resina para levar a cabo a preconcentracion do cadmio

Na Tdboa 34, recdllense os valores Optimos para cada unha das variables
implicadas no proceso de preconcentracion do cadmio en cada resina. Nos
resultados obtidos obsérvase que o didmetro da minicolumna, o caudal de
elucién e a concentracion de eluente toman o mesmo valor éptimo nas duas
resinas, menfras que o intervalo de pH, o caudal de mostra e o volume de

eluente son diferentes para cada unha delas. A eleccidon da resina mdis
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axeitada para a preconcentracion do cadmio farase, polo tanto, en funcidn

destas Ultimas variables.

Taboa 34. Valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de preconcentracién do cadmio en cada resina.

VALOR OPTIMO PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE NA PRECONCENTRACION DO CADMIO EN CADA RESINA
CHELITE P SERDOLIT CHE

A 2-8 3-7

B (mL/min) 2 3

C (M) 3 3

D (uL) 92 150.8

E (mL/min) 3 3

F (mm) 1 1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna

O intervalo de pH efectivo para a retencién do metal € amplo en calquera
das duas resinas. Ademais, se se ten en conta que o pH do extracto dcido a
preconcentrar vai ser moi baixo, esta variable non resulta determinante na
eleccién da resina. Con respecto ¢ caudal de mostra, hai que dicir que a
diferencia entre unha e outra resina € de 1 mL/min, que resultaria de gran
importancia no caso de preconcentrar un volume de mostra elevado (da
orde de 50 mL ou maior). O volume do extracto dcido vaise estudiar entre 2 e
5 mL, de maneira que esta variable tampouco resulta determinante na
eleccion da resina. O volume de eluente vai determinar o factor de
preconcentracion da resina. A diferencia entre unha ou outra resina implica a

obtencion de factores de preconcentracion 1,6 veces maiores, empregando a
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resina Chelite P. Tendo en conta que a concentracion de cadmio nas mostras
de natureza alimenticia € moi baixa, aumentar o factor de preconcentracion
resultard enormemente vantaxoso. Polo tanto, a resina que se vai empregar

para levar a cabo a preconcentracion do cadmio € a Chelite P.

2.2 Preconcentracién do chumbo

A optimizacion da preconcentracidn do chumbo realizouse aplicando o
deseno de Plackett-Burman 2A6*3/16 de resolucion tipo lll e con é graos de
liberdade e un punto central, cuxa matriz de experimentos se recolle na Tdboa
16. As variables que afectan & extraccion do chumbo, asi como os seus valores
mAaximos e minimos, seleccionados en base a experimentos previos, recdllense
na Taboa 35.

Unha vez obtfida a matriz de Plackett-Burman levdronse a cabo os
experimentos obtidos na mesma, empregando dispositivo FIA indicado na
Figura 14. Este deseno aplicouse a unha disolucion patron de chumbo de 0,2
ug/mL, facéndose pasar a través de cada minicolumna de preconcentracion

2 mL da mesma.

Tdboa 35. Valores mdximos e minimos establecidos para cada unha das

variables no deseno de Plackett-Burman.

VARIABLE NOTACION VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
pH A 1 7
Caudal de mostra B 0.5 mL/min 4,0 mL/min
[HCI] (eluente) C 01M 3.0M
Volume de eluente D 70,4 uL 190,0 uL
Caudal de eluente E 3 mL/min S mL/min
Diadmetro da minicolumna F 1 mm 2 mm
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A matriz de Plackett-Burman cos valores que foma cada unha das variables
en cada un dos experimentos, xunto co % Recuperacion obtfido en cada un
deles para cada unha das resinas, recdllese na Tdboa 36. Os experimentos
realizaronse por duplicado, polo cal o % Recuperacion € a media dos dous
resultados obtidos.

Unha vez realizados os experimentos, procedeuse & andlise dos datos. Para
conecer que variables son estatisticamente significativas, recurrese as Cartas

Pareto Estandarizadas que se recollen na Figura 20.
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Taboa 36. Matriz do desefio de Plackett-Burman cos valores de cada
variable en cada experimento e % Recuperacidon obtido en cada

experimento para cada resina.

% Recuperacion

NE A B C D E F Chelite P Serdolit Che
1 7 0.5 3 70,4 3 ] 59.3 20,2
2 7 4 0,1 190 3 1 55,0 61,3
3 1 4 3 70,4 5 1 29,0 6,1
4 7 0.5 3 190 3 2 98.7 103,2
5 7 4 0,1 190 5 1 70,0 38.1
6 7 4 3 70,4 5 2 39.7 18,9
7 4 225 155 1302 4 1,5 64,5 51,0
8 1 4 3 190 5 2 38,7 9.1
9 1 0,5 3 190 5 1 44,6 10,8
10 1 05 0.1 190 5 2 34,4 6,9
11 7 0,5 0,1 70,4 5 2 51,0 11,1
12 1 4 0,1 70,4 5 2 18,2 5,2
13 1 0,5 0,1 70,4 3 1 24,1 7.2

NE, nUmero de experimento; A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentraciéon
de eluente (HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucién; F, didmetro da

minicolumna.
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Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconcentraciéon Pb na Resina Chelite P

A ‘ 30'8 O Efecto estimads
positivo

D 20,0 mm Efecto estimade
riegative

C 2.5

e [ a2

F | -0.2 | | | | |

0 1 2 3 4 5

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconcentracion Pb na Resina Serdolit Che

A | 34.4 ‘ O Efectoestimado
.
positivo
D | ‘ 24,8 mm Ffecto sstimade

regative

0 0,5 1 1,5 2 2.5 3

Efecto Estandarizado

Figura 20. Carta pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial. A lina vertical indica o limite de significaciéon estatistica para
os efectos. A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente
(HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucidon; F, didmetro da

minicolumna.
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2.2.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial
Nos resultados obtidos &6 aplicar o deseno de Plackett-Burman &
preconcentracion do chumbo coas duas resinas, obsérvase que o pH da
mostra e o volume de eluente son as variables estatisticamente significativas
para a resina Chelite P, mentras que o pH da mostra € a Unica variable
estatisticamente significativa para a resina Serdolit Che.

As demais variables tenen unha maior ou menor importancia Nno proceso
de preconcentracién, pero sen superar o nivel de significacion establecido
polo método para un 95 % de confianza (respresentado pola lina vertical). O
comportamento das variables nas duas resinas € similar. En ambos casos, o pH
da mostra e o volume de eluente son as variables de mdis peso no proceso de
preconcentracion, e ademais, a influencia das mesmas € positiva. Os caudais
de mostra e elucidon tenen en ambos casos un efecto estimado negativo, e o
didmetro da minicolumna é a variable menos importante no proceso de
preconcentracion.

Unha vez analizados os resultados proporcionados polo deseno, os valores
optimos para cada unha das variables segun o mesmo son as que se recollen
na Tdboa 37.

Como o deseno de Plackett-Burman sé nos proporciona as tendencias das
variables cara o éptimo, € non o valor éptimo das mesmas, realizdronse unha
serie de experimentos féra do marco do deseno, dacordo cos valores obtidos
no mesmo, para determinar o valor éptimo de cada unha destas variables que

afectan & preconcentracién do chumbo nas diferentes resinas quelantes.
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Tdboa 37. Valores 6ptimos dacordo co deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentracion do chumbo

nas diferentes resinas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES

Variable DACORDO CO DESENO DE PLACKETT-BURMAN
Chelite P Serdolit Che

A 7 7

B (mL/min) 0.5 0.5

C (M) 3 3

D (uL) 190 190

E (mL/min) 3 3

F (mm) 1 o

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, Caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

2.2.2 Experimentos realizados féra do marco do deseno
= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
chumbo empregando a resina quelante Chelite P
En primeiro lugar estudidronse as variables estatisticamente non significativas.
Dentro das variables non significativas, tenen efecto estimado positivo a
concentracién de eluente (efecto estimado=9,5) e efecto estimado negativo
o didmetro da minicolumna (efecto estimado=-0,2) e os caudais de mostra
(efecto estimado=-10,2) e elucidon (efecto estimado=-4,2).
No que respecta ¢ diametro da minicolumna, estudiouse a posibilidade de
traballar con didmetros de 1 mm, para evitar facer axustes nas conexidéns das

minicolumnas co sistema FIA. O resultado deste estudio mostrase na Tdboa 38.
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Taboa 38. Experimento redlizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 3 190 3 1 98.8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

A concentracion de eluente € unha variable que afecta positivamente &
proceso de preconcentracion. Non obstante, estudiouse a posibilidade de
utilizar dcido clorhidrico mdais diluido. Como recolle a Taboa 39, o emprego de
dcido clorhidrico 2 M non proporcionou resultados cuantitativos. Polo tanto, o

valor éptimo desta variable é 3 M.

Taboa 39. Experimento realizado para a optimizacidon da concentracidon de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 2 190 3 1 84,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra e o caudal de eluciéon son variables con efecto
estimado negativo, é dicir, canto menor sexa o valor destas variables, dentro
do intervalo estudiado, maior serd o % Recuperacion obtido. Non obstante, e
co obxectivo de lograr un menor tempo de andlise e aumentar a
sensibilidade, posto que a velocidade de aspiraciéon do nebulizador ha de ser
similar & caudal de elucion, estudiouse a posibilidade de aumentar o valor

destas variables. O resultado deste estudio recdllese na Taboa 40.
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Taboa 40. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 3 3 190 3 1 97,9
7 4 3 190 3 1 75,5
7 3 3 190 4 1 56,2

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto &s variables estatisticamente significativas, pH da mostra
(efecto estimado=30,8) e volume de eluente (efecto estimado=20,0),
estableceuse o intervalo de pH efectivo de retencion e estudiouse a
posibilidade de diminuir o volume de eluente, co obxectivo de aumentar o
factor de preconcentracion. As Taboas 41 e 42 mostran os resultados destes

estudios.

Taboa 41. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencion do cadmio na resina € efectiva.

A B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)

8 3 3 190 3 1 35,3

2 3 3 190 3 1 100,2

1 3 3 190 3 1 34,8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Como pode observarse, a retencion do chumbo na resina Chelite P é
efectiva no intervalo de pH 2-7 (A pH 7, a recuperacion obtida é cuantitativa,

como demostra o experimento 4 da matriz de Plackett-Burman).
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Taboa 42. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 3 3 150.,8 3 1 64,4
7 3 3 160,9 3 1 101,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores optimos das variables implicadas na preconcentracion do
chumbo na resina Chelite P, unha vez estudiadas cada unha delas féra do

marco do deseno, recodllense na Taboa 43.

Taboa 43. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do chumbo na resina Chelite P.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 2-7
Caudal de mostra 3 mL/min
Concentracién de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 160,9 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da preconcentracién do
chumbo empregando a resina quelante Serdolit Che

No caso da preconcentraciéon do chumbo empregando a resina quelante

Serdolit Che, a Unica variable estatisticamente significativa € o pH da mostra.
Os experimentos féra do marco do deseno comezdronse polas variables

non significativas. O didGmetro da minicolumna é a variable que ten o menor

efecto estimado (efecto estimado=1,8). Estudiouse a posibilidade de diminuir
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este valor, e, tal e como se mostra na Taboa 44, o didmetro da minicolumna

fixouse en 1 mm.

Taboa 44. Experimento realizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 3 190 3 1 103,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume
de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto & concentracion de eluente, estudiouse a posibilidade de
empregar unha concentracion menor ¢ valor optimizado polo deseno. Tal e
como mostra a Tadboa 45 esta diminucidn non foi posible, co cal o valor 6ptimo

para esta variable é 3 M.

Taboa 45. Experimento realizado para a optimizacion da concentracion de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0,5 2 190 3 1 90,1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

A variable estatisticamente non significativa con maior efecto estimado € o
volume de eluente (efecto estimado=26,8). Estudiouse a posibilidade de
diminuir este valor, para aumentar asi o factor de preconcentracion. O menor
volume de eluente capaz de proporcionar unha recuperacion cuantitativa foi

160,9 yL. A Taboa 46 mostra o resultado desta andlise.
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Tdboa 46. Experimentos realizados para a optimizacién do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 0.5 3 160,9 3 1 100,3
7 0.5 3 150,8 3 1 88.4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra e o caudal de elucidon tefen efecto estimado
negativo, de maneira que os valores 6ptimos segun o desefo de Plackett-
Burman para estas variables son 0,5 e 3 mL/min, respectivamente. Estudiouse a
posibilidade de aumentar estes valores. O resultado deste estudio recdllese na

Téboa 47.

Taboa 47. Experimentos realizados para a optimizacién dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
7 5 3 160,9 3 1 96,7
7 4 3 160,9 3 1 69.7
7 3 3 160,9 4 1 54,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidén; F, didmetro da minicolumna.

No que respecta & variable estatisticamente significativa, o pH da mostra,
realizdronse unha serie de experimentos féora do marco do deseno co
obxectivo de establecer o intervalo de retencién efectivo. No experimento 4
da matriz de Plackett-Burman pode observarse que a pH 7 a retencién do

chumbo é efectiva. Na Tadboa 48 recodllese o resultado desta andlise.
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Tdboa 48. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidon do chumbo na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
4 3 3 160,9 3 1 92,1
4,5 3 3 160,9 3 1 101,2
8 3 3 160,9 3 1 38.3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

Como pode observarse, a retencion do chumbo na resina é efectiva no
intervalo de pH 4,5-7.
Os valores Optimos para cada unha das variables implicadas na

preconcentracion do chumbo na resina Serdolit Che mdstranse na Tdboa 49.

Taboa 49. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do chumbo na resina Serdolit Che.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 4,5-7
Caudal de mostra 3 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 160,9 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

» Eleccion daresina para levar a cabo a preconcentracion do chumbo
Na Tdboa 50, recdllense os valores dptimos para cada unha das variables
implicadas no proceso de preconcentracidon do chumbo en cada resina. Nos

resultados obtidos obsérvase que tddalas variables tenen o mesmo valor,
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excepto o intervalo de pH. Posto que o intervalo de pH efectivo de retencién é
mdadis amplo no caso da resina Chelite P, e fendo en conta que o pH do
extracto dcido a preconcentrar cando se leve a cabo a extraccidén deste
metal nas mostras solidas de natureza alimenticia serd moi baixo, a resina

Chelite P serd a empregada na preconcentracion do chumbo.

Tdboa 50. Valores dptimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de preconcentracion do chumbo en cada resina.

VALOR OPTIMO PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE NA PRECONCENTRACION DO CHUMBO EN CADA RESINA
CHELITE P SERDOLIT CHE
A 2-7 4,5-7
B (mL/min) 3 3
C (M) 3 3
D (uL) 160,9 160,9
E (mL/min) 3 3
F (mm) 1 1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

2.3 Preconcentracion do cobalto

A optimizacion deste proceso realizouse aplicando o deseno de Plackett-
Burman 2A6*3/16 de resolucion tipo lll e con 6 graos de liberdade e un punto
central, cuxa matriz de experimentos se recolle na Taboa 16. As variables que
afectan & extraccién do cobalto, asi como os seus valores méximos € minimos,

seleccionados en base a experimentos previos, reflexanse na Taboa 51.
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Taboa 51. Valores mdximos e minimos establecidos para cada unha das

variables no deseno de Plackett-Burman.

VARIABLE NOTACION VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
pH A 1 7
Caudal de mostra B 0,5 mL/min 4,0 mL/min
[HCI] (eluente) C 01M 3.0M
Volume de eluente D 70,4 uL 190,0 uL
Caudal de eluente E 3 mL/min 5 mL/min
Didmetro da minicolumna F 1 mm 2 mm

Unha vez obtida a matriz de Plackett-Burman levdronse a cabo os
experimentos obtidos na mesma, empregando dispositivo FIA indicado na
Figura 14. Este deseno aplicouse a unha disolucion patrén de cobalto de 0,04
hHg/mL, facéndose pasar a través de cada minicolumna de preconcentracion
2 mL da mesma. A matriz de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha
das variables en cada un dos experimentos, xunto co % Recuperacién obtido
en cada un deles para cada unha das resinas, recdllese na Tdboa 52. Os
experimentos realizdronse por duplicado, polo cal o % Recuperacion é a

media dos dous resultfados obtidos.
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Taboa 52. Matriz do desefio de Plackett-Burman cos valores de cada

variable en cada experimento e % Recuperacidon obtido en cada

experimento para cada resina.

% Recuperacion

NE A B C D E F Chelite P Serdolit Che
1 7 0,5 3 70,4 3 1 45,1 41,2
2 7 4 0.1 190 3 1 24,3 30,7
3 1 70,4 5 1 9.3 0.0
4 7 0,5 3 190 3 2 84,6 67.2
5 7 4 0.1 190 5 1 18,5 12,4
6 7 4 3 70,4 5 2 22,1 23,8
7 4 225 1,55 1302 4 1,5 45,8 70,7
8 1 4 3 190 3 2 20,0 0.0
9 1 0.5 3 190 5 1 30,1 0.0
10 1 0.5 01 190 5 2 25,0 0.0
11 7 05 01 704 5 2 26,1 21,1
12 1 4 0,1 704 3 2 4,9 0.0
13 1 05 01 704 3 1 13,9 0.0

NE, nUmero de experimento; A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentraciéon

de eluente (HCI); D, volume de eluente; E, caudal de elucion; F, didmetro da

minicolumna.

Unha vez realizados os experimentos, procedeuse & andlise dos datos. Para

conecer que variables son estatisticamente significativas, recUrrese s Cartas

Pareto Estandarizadas que se recollen na Figura 21.
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Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconcentracién do Co na Resina Chelite P

I I I I I [ Efectoestimado
A ‘ ‘ 19.% = Efec?o.esfimc:do
negativo
c || 16,4
D || 1135
N R Y
O 1 2 3 4

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconcentracién do Co na Resina Serdolit Che

A | I 32,3 = E:)z:i:icir:ﬂimc:do
E _ -13.7 = E;Z;E::imgdo
c | [11.3

o | [ -10.7

Pl ez

D |:| 4,0

v 05 ] 1.5 2 2,5

Efecto Estandarizado

Figura 21. Carta pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial. A lina vertical indica o limite de significaciéon estatistica para
os efectos. A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente
(HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucidon; F, didmetro da

minicolumna.
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2.3.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos &6 aplicar o deseno de Plackett-Burman &
preconcentracion do cobalto empregando as duas resinas quelantes,
obsérvase unha tendencia similar en tédalas variables. Os caudais de mostra e
elucion tenen efectos estimados negativos, mentras que o resto das variables
afectan positivamente ¢ proceso de preconcentraciéon. Non obstante, para a
resina Chelite P hai dUas variables estatisticamente significativas, o caudal e o
pH da mostra, mentras que para a resina Serdolit Che ningunha das variables
afecta significativamente ¢ proceso de preconcentracion, se ben a variable
pH da mostra se atopa préxima & lina que indica o nivel de significacion,
establecido polo método para un 95 % de confianza.

Polo tanto, os valores dptimos de cada unha das variables tendo en conta
os resultados obtidos ¢ aplicar o deseno de Plackett-Burman, son os que se
mostran na Tdboa 53.

Posto que o deseno de Plackett-Burman nos indica a tendencia das
variables cara o valor éptimo, pero non dito valor, realizdronse unha serie de
experimentos féra do marco do deseno e dacordo cos resultados obtidos no
mesmo, para determinar o valor éptimo de cada unha das variables que

afectan ¢ proceso de preconcentracidon de cobalto nas diferentes resinas.
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Tdboa 53. Valores 6ptimos dacordo co deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentracion do cobalto

nas diferentes resinas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES

Variable DACORDO CO DESENO DE PLACKETT-BURMAN
Chelite P Serdolit Che

A 7 7

B (mL/min) 0.5 0.5

C (M) 3 3

D (uL) 190 190

E (mL/min) 3 3

F (mm) 9 o

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

2.3.2 Experimentos fora do marco do deseno
= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
cobalto empregando a resina quelante Chelite P
Neste caso en concreto, e posto que en ningUn dos experimentos da matriz de
Plackett-Burman (Taboa 52) se obtiveron resultados cuantitativos, estudidronse
en primeiro lugar as variables estatisticamente significativas, é dicir, o caudal
de paso de mostra e o pH da mesma.
O pH da mostra estudiouse entre 4 e 6,5, posto que a pH 7, tal e como
mostra o experimento 4 da matriz de Plackett-Burman, a retencion do cobalto

non é efectiva. Os resultados obtidos recollense na Taboa 54.
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Taboa 54. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidon do cobalto na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
6,5 0.5 3 190 3 2 101,3
4,5 0,5 3 190 3 2 101,0
4 0,5 3 190 3 2 85,1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra é a outra variable estatisticamente significativa e ten
un efecto estimado negativo (efecto estimado=-20,9). Non obstante,
estudiouse a posibilidade de aumentar o valor proporcionado polo deseno de
Plackett-Burman, para aumentar asi a frecuencia de mostraxe. A Tdboa 55
mostra o resultado desta andlise. A preconcentracidon é cuantitativa a un

caudal de paso de mostra de 2 mL/min.

Taboa 55. Experimentos realizados para a optimizacion do caudal de mostra.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 190 3 2 101,0
5 3 3 190 3 2 81,1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto das variables non significativas, € dicir, aquelas con menos
importancia no proceso de preconcentracion, tenen efecto estimado positivo
o didmetro da minicolumna (efecto estimado=6,9), o volume de eluente

(efecto estimado=13,5) e a concentracion de eluente (efecto estimado=16,4).
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O caudal de elucion é a Unica variable non significativa con efecto estimado
negativo (efecto estimado=-10,3).

No que respecta 6 didmetro da minicolumna, estudiouse a posibilidade de
traballar con minicolumnas de 1 mm de didmetro, para evitar ter que facer
axustes nas conexions entre a minicolumna e o sistema FIA. O resultado desta

andlise recdllese na Tdboa 56.

Tadboa 56. Experimento readlizado para a optimizacidon do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 190 3 1 103.0

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente & unha variable non significativa con efecto estimado
positivo. Estudiouse a posibilidade de reducir o valor proporcionado polo
deseno de Plackett-Burman (190 uL) é minimo valor que permita a obtencién
dunha recuperacion cuantitativa. A Tadboa 57 mostra o resultado desta andlise.
Un volume de eluente de 150,8 UL resultou ser suficiente para arrastrar cara o

detector todo o metal retido na minicolumna.

Taboa 57. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 140,8 3 1 771
5 2 3 150,8 3 1 103,0

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.
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A concentracion de eluente é a variable non significativa con maior efecto
estimado (efecto estimado=16,4). Estudiouse a posibiidade de empregar
dcido clorhidrico mdis diluido que o 3 M. O resultado da andlise, que se recolle
na Taboa 58 demostrou que dita dilucidn non proporcionaba recuperacions

cuantitativas.

Taboa 58. Experimento realizado para a optimizacidon da concentracién de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 2 2 150,8 3 1 90.4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Por Ultimo, intentouse aumentar o caudal de elucién, co obxectivo de
aumentar a sensibilidade, posto que a velocidade de aspiracidon do
nebulizador ha de ser similar 6 caudal de elucién. Non obstante e tal e como
se indica na Tdboa 59, o aumento do caudal de elucién a 4 mL/min non

proporcionou resultados cuantitativos.

Tdboa 59. Experimento realizados para a optimizacién do caudal de elucion.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 150.,8 4 1 64,8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores Optimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion de cobalto na resina Chelite P indicanse na Tdboa 60.
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Taboa 60. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracién do cobalto na resina Chelite P.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 4,5-6,5
Caudal de mostra 2 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 150,8 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

» Experimentos realizados para a optimizaciéon da preconcentracion do
cobalto empregando a resina quelante Serdolit Che
No caso da preconcentraciéon do cobalto empregando a resina quelante
Serdolit Che, non hai ninguna variable estatisticamente significativa. Non
obstante, o pH da mostra presenta un efecto estimado elevado (efecto
estimado=32,3) e moi préximo 4 lina vertical que indica o nivel de significacion,
establecido polo método para un 95 % de confianza. Como en ningin dos
experimentos da matriz de Plackett-Burman (Taboa 52) se obtiveron resultados
cuantitativos, a optimizacion féra do marco do deseno comezouse pola
variable con mdis peso estatistico, € dicir, o pH da mostra. O pH da mostra
estudiouse entre 4 e 6, tal e como se indica na Taboa 61. Dos resultados
obtidos, pode concluirse que o intervalo de pH de retencidén efectiva é

pequeno, concretamente entre 4,5 e 5,5.
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Tdboa 61. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidon do cadmio na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
6 0.5 3 190 3 2 92,5
5.5 0,5 3 190 3 2 100,6
4,5 0,5 3 190 3 2 101.,8
4 0.5 3 190 3 2 85,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

A variable didmetro da minicolumna ten un efecto estimado positivo
(efecto estimado=4,7). Estudiouse a posibilidade de empregar minicolumnas
de preconcentracion con didmetros de 1T mm. O restultado desta andlise

mostrase na Tadboa 62.

Tdboa 62. Experimento redlizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 3 190 3 1 101,4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidén; F, didmetro da minicolumna.

No que respecta & concentracion de eluente, estudiouse a posibilidade de
reducir a concentracién do dcido clorhidrico. Tal e como mostra a Taboa 63,
esta reduccion non foi posible, posto que a utilizacion de dcido 2 M

proporcionou unha recuperacion do 81,8 %.
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Tdboa 63. Experimento realizado para a optimizacién da concentfracion de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 2 190 3 1 81.8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente € a variable con menor efecto estimado (efecto
estimado=4,0). Estudiouse a posibilidade de reducir este volume, co obxectivo
de obter un maior factor de preconcentracion. A Taboa 64 recolle o restultado

deste estudio.

Tdboa 64. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 3 140,8 3 1 93,0
5 0,5 3 150,8 3 1 101,4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Por Ultimo, estudidronse as variables con efecto estimado negativo, € dicir,
o caudal de mostra (efecto estimado=-10,7) e o caudal de elucion (efecto
estimado=-13,7). Co obxectivo de lograr andlises rdpidas e aumentar a
sensibilidade, estudiouse a posibilidade de aumentar o valor destas variables.
Na Taboa 65 recdllese o resultado deste estudio: non foi posible aumentar o

valor de ningunha destas variables.
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Taboa 65. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
5 1 3 150,8 3 2 74,3
5 0,5 3 150,8 4 2 60,8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores o6ptimos das variables implicadas no proceso de

preconcentracion do cobalto na resina Serdolit Che indicanse na Tdboa 66.

Taboa 66. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do cobalto na resina Serdolit Che.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 4,5-5,5
Caudal de mostra 0.5 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 150,8 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

» Eleccion da resina para levar a cabo a preconcentracion do cobalto

A Tdboa 67 recolle os valores 6ptimos para cada unha das variables

implicadas no proceso de preconcentracién do cobalto en cada resina.
Como pode observarse na taboa, sé hai duas variables que presentan un

valor éptimo diferente para as duas resinas: o intervalo de pH efectivo para a

retencidon e o caudal de mostra. Ambos resultados demostran que a resina

mdis axeitada para a retencion do cobalto € a resina Chelite P, posto que

presenta un intervalo éptimo de pH mdis amplo para a retencién e un caudal
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de mostra 4 veces maior. Esta Ultima variable é a decisiva & hora da eleccidén
da resina, posto que implica que o proceso de preconcentracion terd lugar 4
veces mdis rdpido. Polo tanto, a resina elexida para levar a cabo a

preconcentracion do cobalto é a resina Chelite P.

Taboa 67. Valores éptimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de preconcentracioén do cobalto en cada resina.

VALOR OPTIMO PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE NA PRECONCENTRACION DO COBALTO EN CADA RESINA
CHELITE P SERDOLIT CHE

A 4,5-6,5 4,5-5,5

B (mL/min) 2 0.5

C (M) 3 3

D (ut) 150,8 150,8

E (mL/min) 3 3

F (mm) 1 1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

2.4 Preconcentraciéon do cromo

Este proceso optimizouse aplicando o deseno de Plackett-Burman 2A6*3/16 de
resolucion tipo lll e con 6 graos de liberdade e un punto central, cuxa matriz de
experimentos se recolle na Taboa 16. As variables que afectan & extraccién do
cromo, asi como os seus valores mdaximos e minimos, seleccionados en base a

experimentos previos, recollense na Taboa 68.
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Tdboa 68. Valores mdximos e minimos establecidos para cada unha das

variables no deseno de Plackett-Burman.

VARIABLE NOTACION VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
pH A 1 7
Caudal de mostra B 0.5 mL/min 4,0 mL/min
[HCI] (eluente) C 01M 3.0M
Volume de eluente D 70,4 uL 190,0 uL
Caudal de eluente E 3 mL/min S mL/min
Didmetro da minicolumna F 1 mm 2 mm

A matriz de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha das variables
en cada experimento e o % Recuperaciéon obtido en cada caso recdllese na
Tdboa 69. Os experimentos realizronse por duplicado e cunha disolucion
patréon de cromo de 0,075 ug/mlL, facéndose pasar a través de cada
minicolumna 2 mL da mesma.

Unha vez realizados os experimentos da matriz, empregando para tal fin o
dispositivo FIA indicado na Figura 14, procedeuse & andlise dos datos
proporcionados polo desefio. E preciso cofecer que variables son significativas
e como afectan 6 proceso de extraccion, para o cal se recurre Gs Cartas

Pareto Estandarizadas, que se recollen na Figura 22.
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Taboa 69. Matriz do desefio de Plackett-Burman cos valores de cada
variable en cada experimento e % Recuperacion obtido en cada

experimento para cada resina.

% Recuperacion
NE A B C D E F Chelite P Serdolit Che
1 7 0,5 3 70,4 3 1 23,6 30,6
2 7 4 0,1 190 3 1 12,7 15,3
3 1 3 70,4 5 1 10,3 13,0
4 7 0,5 3 190 3 2 59.0 63,4
5 7 4 0,1 190 5 1 10,8 12,3
6 7 4 3 70,4 5 2 11,1 17.8
7 4 225 1,55 1302 4 1,5 36,1 36,7
8 1 4 5 190 5 2 25,8 20,5
9 1 0,5 3 190 5 1 48,0 25,8
10 ] 0,5 0,1 190 5 2 24,5 14,4
11 7 0,5 0,1 70,4 5 2 19.9 15,0
12 1 4 0,1 70,4 5 2 9.5 7.1
13 ] 0,5 0,1 70,4 3 1 5.8 10,5

NE, nUmero de experimento; A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentraciéon
de eluente (HCI); D, volume de eluente; E, caudal de elucion; F, didmetro da

minicolumna.
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Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperacion na
Preconceniracion do Cr na Resina Chelite P

. . i T i i ' | @ Efeclo estimado
D 16,8 positive
00000000 e
negativo
C 15,8
F 64
A 2,2
. [l 2o
0 0.5 ] 1.5 2 2,5 3

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperaciéon na
Preconcentracién do Cr na Resina Serdolit Che

0 Efecto estimado

C 16.1 pesitivo

B m Efe cto estimado
A 10,5
D 2.4
c | I -
F 5,1
0 0,5 ] 1.5 2 2.5 3

Efecto Estandarizado

Figura 22. Carta pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial. A lina vertical indica o limite de significacion estatistica para
os efectos. A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente
(HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucidn; F, didmetro da

minicolumna.
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2.4.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos & aplicar o deseno de Plackett-Burman &
preconcentracion do cromo coas duas resinas, obsérvase que no caso da
resina Chelite P hai tres variables estatisticamente significativas, o volume de
eluente (efecto estimado=16,8), o caudal de mostra (efecto estimado=-16,8) e
a concentracién de eluente (efecto estimado=15,8), mentras que a
concentraciéon de eluente € a Unica variable estatisticamente significativa
para a resina Serdolit Che. As demais variables non superan o nivel de
significacion establecido polo método para un 95 % de confianza
(representado pola lina vertical). O comportamento das variables & similar nas
duas resinas: os caudais de mostra e elucion afectan ¢ sistema de forma
negativa, mentras que o pH da mostra, a concentracién de eluente, o volume
de eluente e o didmetro da minicolumna o fan positivamente.

Unha vez analizados os resultados obtidos co deseno de Plackett-Burman,
os valores establecidos como 6ptimos segun o deseno factorial de Screening
para cada unha das variables son os que se indican na Tdboa 70.

Tendo en conta que o deseno de Plackett-Burman non proporciona o valor
optimo das variables, senon a tendencia das mesmas cara o valor éptimo,
realizdronse unha serie de experimentos féra do marco do deseno e dacordo
cos resultados obtidos no mesmo, para determinar o valor éptimo de cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentracién do cromo nas

resinas Chelite P e Serdolit Che.
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Taboa 70. Valores 6ptimos dacordo co deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentracién do cromo nas

diferentes resinas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES

Variable DACORDO CO DESENO DE PLACKETT-BURMAN
Chelite P Serdolit Che

A 7 7

B (mL/min) 0.5 0.5

C (M) 3 3

D (ut) 190 190

E (mL/min) 3 3

F (mm) 9 5

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

2.4.2 Experimentos fora do marco do deseno
= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
cromo empregando a resina quelante Chelite P

Neste caso, 6 igual que na preconcentracion do cobalto, non hai ningun
experimento da matriz de Plackett-Burman onde se obtenan resultados
cuantitativos. Da mesma maneira, a optimizacion féra do marco do desefo
comezouse polo estudio do pH da mostra 6ptimo para a retenciéon, mantendo
as outras variables nos valores proporcionados polo deseno. O pH estudiouse

entre 2,5 e 5, e os resultados obtidos recollense na Taboa 71.
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Taboa 71. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidon do cromo na resina € efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
2,5 0,5 3 190 3 2 89.9
3 0,5 3 190 3 2 101,6
4,5 0,5 3 190 3 2 96,8
5 0,5 3 190 3 2 73,6

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Como se pode observar na tdboa, o intervalo de pH efectivo para a
retencion do cromo é entre 3 e 4,5.

O didmetro da minicolumna é a outra variable non significativa con efecto
estimado positivo  (efecto  estimado=6,4). Estudiouse a posibilidade de
empregar minicolumnas con 1 mm de didmetro interno, para evitar facer
axustes nas conexions entre a minicolumna e o sistema FIA. O resultado deste

estudio mostrase na Tadboa 72.

Tdboa 72. Experimento realizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 190 3 1 101,6

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de elucion é a variable non significativa con menor efecto
estimado (efecto estimado=-2,0). Estudiouse a posibilidade de aumentar o seu

valor, co obxectivo de conseguir unha maior sensibilidade, posto que o caudal
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de elucion e a velocidade de aspiracion do nebulizador han de ser parellas.

Este aumento non foi posible, tal e como recolle a Taboa 73.

Tdboa 73. Experimento realizados para a optimizacién do caudal de elucion.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 190 4 1 82,1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

No referente & concentracion de eluente, a variable estatisticamente
significativa con menor efecto estimado, estudiouse a posibilidade de diminuir
o seu valor. Non obstante, a utilizacion de dcido clorhidrico 2 M non
proporcionou resultados cuantitativos. O resultado deste estudio mdstrase na

Tdboa 74.

Taboa 74. Experimento realizado para a optimizacidon da concentracidon de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 2 190 3 1 87.5

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente e o caudal de mostra son as variables
estatisticamente  significativas con  maior peso no  proceso de
preconcentracioén, se ben a tendencia das mesmas & oposta. O caudal de
mostra afecta negativamente & proceso. Estudiouse a posibilidade de

aumentalo, co obxectivo de lograr unha maior frecuencia de mostraxe. Tal e
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como se indica na Tdboa 75, nin sequera o aumento de 0,5 a 1 mL/min foi

posible.

Tdboa 75. Experimentos realizados para a optimizacién do caudal de mostra.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
4 1 3 190 3 1 74,9

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Por Ultimo optimizouse féra do marco do deseno o volume de eluente. Co
obxectivo de lograr un maior factor de preconcentraciéon, estudiouse a
posibilidade de diminuir o valor desta variable proporcionado polo deseno de
Plackett-Burman (190 uL). O resultado deste estudio mostrase na Taboa 76. O
menor volume de eluente capaz de proporcionar resulfados cuantitativos foi

160,9 uL.

Taboa 76. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 160,9 3 1 101,6
4 0,5 3 150,8 3 1 88.5

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores o6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do cromo na resina Chelite P indicanse na Taboa 77.
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Taboa 77. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracién do cromo na resina Chelite P.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 3-4,5
Caudal de mostra 0.5 mL/min
Concentracién de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 160,9 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
cromo empregando a resina quelante Serdolit Che
Neste caso sé a concenfracion de eluente € unha variable estatisticamente
significativa. Do mesmo xeito que na preconcentracidn do cromo na resina
Chelite P, non se obtivo ningun valor cuantitativo nos experimentos
proporcionados pola matriz de Plackett-Burman. A optimizacién féra do marco
do deseno comezouse polo pH da mostra, realizindose unha serie de
experimentos para establecer o intervalo de pH no cal a retencidén do metal

na resina € efectiva. Os resultados deste estudio recollense na Taboa 78.

Tdboa 78. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidn do cromo na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
3 0.5 3 190 3 2 80.8
3.5 0,5 3 190 3 2 98.4
4,5 0,5 3 190 3 2 102,9
5 0.5 3 190 3 2 82,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.
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Como se pode observar na taboa, o intervalo de pH no cal a retencién do
cromo € efectiva é entre 3,5 e 4,5.

Entre as outras variables que non superan o nivel de significacion
establecido polo método para un 95 % de confianza estdn o volume de
eluente e o didmetro da minicolumna, con efectos estimados positivos, e os
caudais de mostra e eluciéon, con efectos estimados negativos.

O didmetro da minicolumna é a variable con menos peso estatistico no
proceso de preconcentraciéon do cromo (efecto estimado=5,1). Estudiouse a
posibilidade de traballar con minicolumnas de didmetro 1Tmm, para evitar
facer conexidns entre o sistema FIA e a propia minicolumna. O resultado desta

andlise recdllese na Tdboa 79.

Tadboa 79. Experimento readlizado para a optimizacidon do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 190 3 1 102,9

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente ¢ a outra variable non significativa con efecto
estimado positivo (efecto estimado=9,6). Co obxectivo de aumentar o factor
de preconcentracién, estudiouse a posibilidade de diminuir o valor
proporcionado polo deseno (190 pL). A Tdboa 80 recolle o resultado deste
estudio. O minimo valor de volume de eluente capaz de proporcionar un valor

cuantitativo do % Recuperacion foi 133,2 L.
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Tdboa 80. Experimentos realizados para a optimizacién do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0.5 3 133.2 3 1 102,9
4 0,5 3 123,2 3 1 85.8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra e o caudal de elucién son as Unicas variables que
tenen un efecto estimado negativo. Estudiouse a posibilidade de aumentar o
valor destas duas variables, co obxectivo de aumentar a frecuencia de
mostraxe e a sensibilidade. Os experimentos realizados e os seus resultados,
recollense na Tadboa 81. O caudal de mostra puido aumentarse ata 1,5

mL/min, mentras que o caudal de elucidn se tivo que manter en 3 mL/min.

Tdboa 81. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
4 2 3 133,2 3 1 90,6
4 1.5 3 133,2 3 1 95,2
4 1,5 3 133,2 4 1 89.5

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto & Unica variable estatisticamente significativa, a
concentracion de eluente, estudiouse a posibiidade de empregar dcido
clorhidrico mdis diluido. Tal e como se recolle na Taboa 82, esta dilucidén non foi

posible.
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Tdboa 82. Experimento realizado para a optimizacién da concentfracion de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
4 1,5 2 133,2 3 1 88.8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Os valores o6ptimos para cada variable implicada no proceso de
preconcentracién do cromo na resina Serdolit Che, son os que se indican na

Tédboa 83.

Taboa 83. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracién do cromo na resina Serdolit Che

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 3,5-4,5
Caudal de mostra 1,5 mL/min
Concentracién de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 133,2 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

» Eleccion da resina para levar a cabo a preconcentracion do cromo
A Tdboa 84 recolle os valores 6ptimos para cada unha das variables
implicadas no proceso de preconcentraciéon do cromo en cada resina.

Como pode observarse na tdboa, o didmetro da minicolumna, o caudal
de elucién e a concentracidén de eluente tenen o mesmo valor éptimo para
cada unha das resinas. A eleccidon dunha ou outra farase, polo tanto, en base
6s valores das outras variables. O intervalo de pH efectivo para a retencion é

similar en ambas resinas. O caudal de mostra € maior no caso da resina
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Serdolit Che. Concretamente, nesta resina a preconcentracion levarase a
cabo 3 veces mdais rapido que coa resina Chelite P, o que contribuird a
mellorar a frecuencia de mostraxe. A resina Serdolit Che tamén ten menor
volume de eluente, o que permitird a obtencidn dun factor de
preconcentracion maior. A vista destes resultados, a resina elexida para levar a

cabo a preconcentracion do cromo serd a Serdolit Che.

Taboa 84. Valores éptimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de preconcentracion do cromo en cada resina.

VALOR OPTIMO PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE NA PRECONCENTRACION DO CROMO EN CADA RESINA
CHELITE P SERDOLIT CHE

A 3-4,5 3,5-4,5

B (mL/min) 0,5 1,5

C (M) 3 3

D (uL) 160,9 133,2

E (mL/min) 3 3

F (mm) 1 1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

2.5 Preconcentracion do niquel

A optimizacion deste proceso realizouse aplicando o deseno de Plackett-
Burman 2A6*3/16 de resolucién tipo lll e con 6 graos de liberdade e un punto
central, cuxa matriz de experimentos se recolle na Tadboa 16. As variables que
afectan & extraccion do niquel, asi como os seus valores maximos € minimos,

non difiren das anteriores e mdéstranse na Taboa 68 (pdxina 135).
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Unha vez obtida a matriz do deseno realizdronse os experimentos recollidos
na mesma empregando o dispositivo FIA indicado na Figura 14. O deseno
aplicouse a unha disolucion patrén de niquel de 0,04 ug/mL, facéndose pasar
a través das minicolumnas de preconcentracion 2 mL desta disolucion. A
maftriz do deseno de Plackett-Burman cos valores que toma cada variable en
cada experimento e o % Recuperacion obtido en cada caso, mdstrase na
Taboa 85. Os experimentos realizdronse por duplicado, de xeito que o %
Recuperaciéon indicada e a media dos dous experimentos.

Unha vez realizados os 13 experimentos, procedeuse & andlise dos datos
proporcionados polo deseno. Para conecer que variables son significativas e
como afectan é proceso de preconcentracién, recurrese ds Cartas Pareto

Estandarizadas para cada resina, que se recollen na Figura 23.

148



PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 85. Matriz do desefio de Plackett-Burman cos valores de cada

variable en cada experimento e % Recuperacidon obtido en cada

experimento para cada resina.

% Recuperacion

NE A B C D E F Chelite P Serdolit Che
1 7 0,5 3 70,4 3 1 37,7 37,1
2 7 4 0.1 190 3 1 10,0 11,6
3 1 70,4 5 1 3.0 8.8
4 7 0,5 3 190 3 2 62,6 61.8
5 7 4 0.1 190 5 1 6,0 7.5
6 7 4 3 70,4 5 2 11,0 18,1
7 4 225 1,55 1302 4 1,5 27,2 38,6
8 1 4 3 190 3 2 8.0 22,5
9 1 0.5 3 190 5 1 10,5 19.5
10 1 0.5 01 190 5 2 3.5 4,9
11 7 05 01 704 5 2 8.0 6,0
12 1 4 0,1 704 3 2 2,0 3.4
13 1 05 01 704 3 1 4,0 4,5

NE, nUmero de experimento; A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentraciéon

de eluente (HCI); D, volume de eluente; E, caudal de elucion; F, didmetro da

minicolumna.
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Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperaciéon na
Preconcentraciéon do Nina Resina Chelite P

O Efecto estimade
17,4 positivo

m Efecto estimade

C 16,5

negativo

0 0.5 ] 1.5 z 2,5 3

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o % Recuperaciéon na
Preconcentracién do Ni na Resina Serdolit Che

—— T T @ Efecto estimado
cC 21,6 positive

m Efecto estimada

negatvo

Efecto Estandarizado

Figura 22. Carta pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial. A lina vertical indica o limite de significacion estatistica para
os efectos. A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente
(HCI); D, volume de eluente; E, Caudal de elucion; F, didmetro da

minicolumna.
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2.5.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos 6 aplicar o deseno factorial de Plackett-Burman &
preconcentracion do niquel coas resinas Chelite P e Serdolit Che, pode
observarse un comportamento bastante similar para as ddas resinas. En ambos
casos, a concentracion de eluente e o pH da mostra son as variables con
maior importancia no proceso de preconcentracién, e a influencia que tenen
no mesmo & positiva. Non obstante, para a resina Chelite P son significativas as
variables pH da mostra e concentracion de eluente, mentras que para a resina
Serdolit Che s6 a concentraciéon de eluente € significativa.

As demais variables non superan o nivel de significaciéon establecido polo
método para un 95 % de confianza, representado nas Cartas Pareto pola lina
vertical. O comportamento destas variables non significativas € similar para as
duas resinas. Os caudais de mostra e elucidén son Unicas variables con efecto
estimado negativo e o volume de eluente e o didmetro da minicolumna, as
variables con menor importancia no proceso de preconcentracion.

Unha vez analizados os datos obtidos ¢ aplicar o deseno de Plackett-
Burman, os valores establecidos como 6ptimos segun o deseno factorial de
Screening para cada unha das variables son os que figuran na Taboa 86.

Como o deseno aplicado sé& nos proporciona a tendencia das variables
cara o seu valor 6ptimo, pero non dito valor 6ptimo en si mesmo, procedeuse
a realizar unha serie de experimentos féra do marco do deseno, dacordo cos
resultados obtidos no mesmo, para determinar o valor éptimo de cada unha

das variables que afectan ¢ proceso de preconcentracién do niquel.
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Tdboa 86. Valores 6ptimos dacordo co deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de preconcentracién do cromo nas

diferentes resinas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES

Variable DACORDO CO DESENO DE PLACKETT-BURMAN
Chelite P Serdolit Che

A 7 7

B (mL/min) 0.5 0.5

C (M) 3 3

D (uL) 190 190

E (mL/min) 3 3

F (mm) 9 o

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

2.5.2 Experimentos fora do marco do deseno
= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
niquel empregando a resina quelante Chelite P

Neste caso, 6 igual que na preconcentfracion do cobalto e cromo, non hai
ningun experimento da matriz de Plackett-Burman no cal se obtenan
resultados cuantitativos, tal e como indica a Taboa 86. Da mesma maneira, a
optimizacién féra do marco do deseno comezouse polo estudio do pH da
mostra Sptimo para a retencién, mantendo as outras variables nos valores
proporcionados polo deseno. Esta variable estudiouse entre 4 e 6,5 (a pH 7,
segun o experimento 4 da matriz de Plackett-Burman non se obtén unha

recuperacion cuantitativa). O resultado deste estudio recdllese na Taboa 87.
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Taboa 87. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencion do niquel na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
4 0.5 3 190 3 2 82,0
4,5 0,5 3 190 3 2 96,8
6,5 0,5 3 190 3 2 97.9

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

Como pode observarse na tdboa, a retencidn do niquel na resina é
efectiva no intervalo 4,5-6,5.

Con respecto & outra variable estatisticamente significativa, a
concentracién de eluente, estudiouse a posibiidade de diminuir o valor
proporcionado polo deseno (3 M). Tal e como se mostra na Tdboa 88, dita

diminucion non foi posible.

Taboa 88. Experimento realizado para a optimizacidon da concentracidon de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 1,5 190 3 2 55,7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Entre as variables non significativas, o diGmetro da minicolumna é a que
presenta o menor efecto estimado (efecto estimado=4,0). Estudiouse a
posibilidade de empregar minicolumnas cun didmetro interno de 1Tmm, co
obxectivo de evitar facer axustes nas conexiéns entre a propia minicolumna e

o sistema FIA. O resultado deste estudio recollese na Tadboa 89.
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Taboa 89. Experimento readlizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 3 190 3 1 96,6

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Con respecto ¢ volume de eluente, a outra variable estatisticamente non
significativa con efecto estimado positivo (efecto estimado=5,8), levouse a
cabo un estudio co obxectivo de diminuir o valor desta variable, para lograr
asi un maior factor de preconcentracion. A Tdboa 90 mostra o resultado desta
andlise. O menor valor desta variable capaz de proporcionar unha

recuperacion cuantitativa foi 140,8 ulL, que se fomou como valor éptimo.

Taboa 90. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 3 133,2 3 1 83.1
5 0,5 3 140,8 3 1 96,8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracién de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Por Ultimo estudidronse as variables non significativas con efecto estimado
negativo, o caudal de mostra (efecto estimado=-14,4) e o caudal de elucién
(efecto estimado=-13,7). O caudal de mostra logrouse aumentar dende 0,5
ata 2 mL/min, incrementando asi a rapidez da preconcentracion 4 veces. Con
respecto 6 caudal de elucién, estudiouse a posibilidade de aumentar o seu
valor a 4 mL/min, co cal se melloraria a sensibiidade do método. Non

obstante, e tal e como mostra a Tédboa 91, este incremento non foi posible.
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Taboa 91. Experimentos realizados para a optimizacién dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 140,8 3 1 96,6
5 3 3 140.,8 3 1 62,3
5 2 3 140,8 4 1 83.1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

Tendo en conta os estudios realizados, os valores dptimos das variables
implicadas no proceso de preconcentracion do niquel na resina Chelite P

indicanse na Taboa 92.

Taboa 92. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do niquel na resina Chelite P.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 4,5-6,5
Caudal de mostra 2 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 140,8 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

= Experimentos realizados para a optimizacion da preconcentracion do
niquel empregando a resina quelante Serdolit Che

No proceso de preconcentracion do niquel empregando a resina Serdolit Che

sé hai unha variable estatisticamente significativa: a concentracion de

eluente. Non obstante, tendo en conta que na matriz experimentos non se
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obtivo ningunha recuperacion cuantitativa (Taboa 86), o estudio féra do
marco do deseno comezouse polo pH da mostra.

O pH da mostra € unha variable estatisticamente non significativa con
efecto estimado positivo (efecto estimado=13,1) e estudiouse no intervalo 4-6.
A pH 7, tal e como mostra o experimento 4 da matriz de Plackett-Burman, a
recuperacion obtida non é cuantitativa. O estudio do intervalo de pH efectivo
para a retencion recdllese na Taboa 93. Como pode observarse, a retencion

do niguel na resina Serdolit Che resulta efectiva no intervalo de pH 4,5-5,5.

Taboa 93. Experimentos realizados para establecer o intervalo de pH no cal a

retencidén do niquel na resina é efectiva.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 190 3 2 85,4
4,5 0,5 3 190 3 2 97.4
5,5 0,5 3 190 3 2 100,6
6,0 0,5 3 190 3 2 89.7

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O didmetro da minicolumna € a variable con menos influencia no proceso
de preconcentraciéon. O seu efecto estimado € positivo (4,6) e levouse a cabo
un experimento para estudiar a posibilidade de empregar minicolumnas con 1
mm de didmetro, co fin de evitar facer axustes nas conexidéns entre a
minicolumna e o sistema FIA. O resultado deste experimento modstrase na

Tadboa 94.
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Taboa 94. Experimento realizado para a optimizacion do didmetro da

minicolumna.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) ()  (mL/min) (mm) (%)
5 0,5 3 190 3 1 97.4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

O volume de eluente é a outra variable non significativa que ten unha
influencia positiva no proceso de preconcentracion (efecto estimado=8,3).
Estudiouse a posibilidade de diminuir o valor proporcionado polo deseno, co
obxectivo de conseguir un maior factor de preconcentracion. O resultado

deste estudio indicase na Tdboa 95.

Taboa 95. Experimentos realizados para a optimizacion do volume de eluente.

B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML) (mL/min) (mm) (%)
4 0,5 3 123,2 3 1 79,9
4 0,5 3 133.2 3 1 97.4

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.

Como se observa na taboa, o menor volume de eluente que proporciona
un valor do % Recuperacion cuantitativo € 133,2 uL, co cal este valor serd o
elexido como optimo.

O caudal de mostra € o caudal de eluente son variables non significativas
con efecto estimado negativo (-10,3 e -12,7, respectivamente). Realizdronse
unha serie de experimentos para infentar aumentar o valor destas variables,
para lograr unha maior frecuencia de mostraxe e unha maior sensibilidade. A

Tdboa 96 mostra o resultado destes experimentos.
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Taboa 96. Experimentos realizados para a optimizacion dos caudais de mostra

e elucion.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
5 2 3 133,2 3 1 98,7
5 3 3 133.2 3 1 87.4
5 2 3 133,2 4 1 77,8

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidn; F, didmetro da minicolumna.

O caudal de mostra mdis elevado capaz de proporcionar unha
recuperacion cuantitativa foi 2 mL/min. Estudiouse a posibilidade de aumentar
o caudal de elucion ata 4 mL/min, pero a recuperacién obtida foi de 77,8 %.

Por JUltimo,estudiouse féra do marco do deseno a Unica variable
estatisticamente significativa: a concentraciéon de eluente. A influencia desta
variable no proceso de preconcentracion é positiva (efecto estimado=21,6).
Inftentouse reducir a concentracion de eluente de 3 M a 1,5 M. A recuperacion
obtida neste experimento foi do 64,3 %, de maneira que dita reduccidn non foi

posible. O resultado deste experimento recodllese na Taboa 97.

Taboa 97. Experimento realizado para a optimizacion da concentracion de

eluente.
B C D E F Recuperacion
(mL/min) (M) (ML)  (mL/min) (mm) (%)
5 2 1,5 133,2 3 2 64,3

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucién; F, didmetro da minicolumna.
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Os valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas no proceso
de preconcenfracion do niquel empregando a resina Serdolit Che indicanse

na Taboa 98.

Taboa 98. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

preconcentracion do niquel na resina Serdolit Che.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
pH da mostra 4,5-5,5
Caudal de mostra 2 mL/min
Concentracion de eluente (HCI) 3M
Volume de eluente 133,2 uL
Caudal de eluente 3 mL/min
Didmetro da minicolumna 1 mm

» Eleccion da resina para levar a cabo a preconcentracion do niquel
A Tdboa 99 recolle os valores 6ptimos para cada unha das variables
implicadas no proceso de preconcentracion do niquel en cada resina.

Tédalas variables presentan o mesmo valor dptimo para as duas resinas,
excepto o pH da mostra e o volume de eluente. Polo tanto, a eleccién da
resina madis axeitada para a preconcentracidon do niquel farase en base a
estas variables.

O intervalo de pH efectivo para a retencidon é mdis amplo no caso da
resina Chelite P (4,5-6,5 fronte 4,5-5,5). Non obstante, o limite inferior de ditos
intervalos € o mesmo. Tendo en conta que o extracto dcido a preconcentrar
vai presentar un valor de pH moito mdis baixo de 4,5, esta variable non resulta
de gran relevancia & hora da eleccion da resina. O volume de eluente é a
variable que vai determinar o factor de preconcentracion. Posto que o volume

de eluente na resina Serdolit Che é menor que na resina Chelite P,
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empregando a primeira obterase un factor de preconcentracidén maior. Polo
tanto, a resina elexida para levar a cabo a preconcentracién do niquel serd a

resina Serdolit Che.

Taboa 99. Valores éptimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de preconcentracion do niquel en cada resina.

VALOR OPTIMO PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE NA PRECONCENTRACION DO NIQUEL EN CADA RESINA
CHELITE P SERDOLIT CHE
A 4,5-6,5 4,5-5,5
B (mL/min) 2 2
C (M) 3 3
D (ut) 140,8 133,2
E (mL/min) 3 3
F (mm) 1 1

A, pH da mostra; B, caudal de mostra; C, concentracion de eluente (HCI); D, volume

de eluente; E, caudal de elucidon; F, didmetro da minicolumna.

2.6 Obtencién do pH 6ptimo en lina

Unha vez optimizado o pH de retencién dos diferentes metais en cada unha
das resinas, estudiouse a maneira de levar a cabo o axuste desta variable en
lina.

O medio elexido para levar a cabo dito axuste foi unha disolucién de
acetato amonico, que se incorpora mediante unha canle adicional ¢ sistema
FIA. Realizouse un estudio do caudal e concentracidn optimos para esta
disolucion.

Tendo en conta que o caudal de preconcentraciéon a través da

minicolumna (suma dos caudais do extracto dcido e da disolucion de acetato
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amonico) non pode ser maior a 2 mL/min para o cadmio, niquel, cobalto, 3
mL/min no caso do chumbo e 1,5 mL/min no caso do cromo, resulta de gran
interés empregar o caudal minimo para a canle de acetato amobnico e
manter o caudal do extracto no valor mdis alto posible, para non incrementar
excesivamente o tempo da andlise. O volume da disolucidn de acetato
amodnico queda fixado unha vez seleccionados ambos caudais e establecido
o fempo requerido para a preconcenfracion do extracto. O estudio da
concentracién necesaria da disolucidén de acetato amdnico para levar a
cabo o incremento do pH en lina realizouse considerando 2 mL de exfracto 3
M de HNOs e tendo en conta o pH 6ptimo de retencién de cada un dos
metais na resina. Unha vez readlizados os experimentos correspondentes e
tendo en conta os resultados dos mesmos, os valores éptimos para o caudal e

concenfracion da disolucion de acetato amdnico mdstranse na Taboa 100.

Taboa 100. Valores 6ptimos para o caudal e concentracion da disolucidon de

acetato amonico

[AcNH] Caudal de Cavudal de Caudal de ,
Metal M) AcNH4 exiracto preconcentracion
(mL/min) (mL/min) (mL/min)
Cadmio 16 0.4 1,6 2
Chumbo 16 0,6 2,4 3
Cobalto 16 0.4 1,6 2
Cromo 16 0.3 1.2 1.5
Niquel 16 0.4 1,6 2
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3. OPTIMIZACION DOS PARAMETROS QUE AFECTAN A
EXTRACCION DOS METAIS DAS MOSTRAS SOLIDAS NOS

SISTEMAS FIA

Estudiouse a extraccion e determinacion de cadmio, chumbo, cobalto, cromo
e niguel nas seguintes matrices sélidas:

- Moluscos e peixes

- Vexetais

- Carnes

- Froitos secos

- Legumes

- Cereaqis e derivados

- Queixos e derivados lacteos

A optimizacién dividiuse & sUa vez en tres partes:

- A opfimizacidén mediante un deseno factorial dos pardmetros que
afectan & extaccion do metal da mostra sdlida de natureza alimenticia.

- A optimizacion das caracteristicas propias da mostra sélida de natureza
alimenticia empregada, € dicir, a cantidade de mostra e o tamano de
particula da mesma.

- A optimizacion dos pardmetros FIA que venen determinados polas
caracteristicas fisicas do sistema, que & sUa vez, venen determinadas
polos valores éptimos dos pardmetros que afectan & extraccién do

metal da mosta solida de natureza alimenticia.
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Para realizar a optimizacion dos pardmetros que afectan & extraccion do
metal da mostra sélida de natureza alimenticia, empregouse un deseno
factorial debido a que o niUmero de variables potencialimente implicado é
elevado (6 variables). Foi preciso aplicar un deseno factorial de Screening
para reducir de maneira significativa o nUmero de experimentos a realizar na
optimizacion, concretamente, o deseno de Plackett-Burman. Este deseno
permite fraccionar un deseno factorial completo proporcionando niumeros de
combinacions de factores que son multiplos de catro. Asi, se se aplicara un
deseno factorial completo para seis variables a dous niveis (2¢) o nUmero de
experimentos a realizar seria de é64. Non obstante, a aplicacion do deseno de
Plackett-Burman cun punto centfral, como o que se aplica neste traballo,

implica a realizacion de tan sé 13 experimentos.

As variables a optimizar no proceso de extraccion dos metais das mostras
sélidas de natureza alimenticia, son as seguintes:

- Concentracion de HNOs

- Concentraciéon de HCI

- Tempo de sonicacién

- Volume de disolucion extractante

- Caudal de extraccion

- Temperatura de extraccion

Os acidos nitrico e clorhidrico empregdronse como disolucion extractante.
Ainda que nun principio se considerou tamén como componente desta
disolucion extractante o perdxido de hidroxeno, estudios previos realizados no

grupo de investigacion conduciron 6 descarte deste reactivo, debido a que
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producia moitas burbullas baixo a accidn da enerxia dos ultraséns
(desprendemento de osixeno), que por unha parte, dificultaba o
conecemento do volume exacto de extractante, e por outra, daba lugar a
presions dentro do sistema, dificultando a extraccidon do metal.

Para poder aplicar este deseno factorial foi preciso fixar previomente os
valores mdximos e minimos que pode tomar cada unha destas variables. Estes
valores foron seleccionados en funcidén de experimentos realizados en estudios
previos, en tddolos casos.

O deseno factorial aplicado é o deseno de Plackett-Burman 2A6*3/16 de
resolucién tipo lll e con VI graos de liberdade, cun punto central (Statgraphic
Plus v.5.1), que implica a realizacion de 13 experimentos non randomizados.
Neste deseno considerouse un punto central, no cal as variables foman un
valor intermedio entre os limites superior e inferior. A Taboa 101 mostra a matriz
correspondente a este deseno factorial cos 13 experimentos que foi preciso
realizar para a optimizaciéon do proceso. Nesta matriz indicase como +1 cando
a variable toma o valor méximo, =1 cando o valor que toma € o minimo e 0

cando toma o valor medio.
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Taboa 101. Matriz de Plackett-Burman 2A6*3/16, no cal se obtenen 13

experimentos para as é variables citadas.

Experimento G H | J K L
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1
7 0 0 0 0 0 0
8 -1 1 +1 +1 -1 +1
9 -1 -1 +1 +1 +1 -1
10 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 +1 -1 -1 -1 +1 +1
12 -1 +1 -1 -1 -1 +1
13 -1 -1 -1 -1 -1 -1

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, Tempo de sonicacion; J, Volume de disolucidon extractante; K,

Caudal de extraccioén; L, Temperatura de extraccion.

Unha vez obtida a matriz en funcidén das variables implicadas e dos seus
valores mdximos e minimos, realizironse os experimentos fixados pola mesma
empregando os dispositivos FIA indicados nas Figuras 12 e 13, en funcion do
metal e da mostra sdlida obxecto de estudio. Para realizar estes experimentos
sobre as diferentes matrices sdélidas, empregdronse mostras das cales se
determinou por triplicado a concentracion polo método de referencia descrito
anteriormente (pdxina 86), ou materiais de referencia, nos casos nos cales a
concentracidn do metal obxecto de estudio se atopaba certificada. A
cantidade de mostra ou material de referencia utilizada para levar a cabo a
optimizacion dos procesos de extraccion dcida fixouse en base &
concentracion do metal obxecto de estudio. A canfidade de 60 mg resultou

ser axeitada en tdédolos estudios.
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A variable resposta é o %Eficacia na extraccion do metal en cada

experimento proposto polo deseno, como se indica na seguinte ecuacion:
. . . A
(%) Eficaciana extraccion = Exl 00

A: concentracion do metal obxecto de estudio obtida utilizando o sistema FIA proposto
B: concentracién do metal obxecto de estudio obtida mediante o método de referencia

indicado na pdxina 86.

Os experimentos da matriz de Plackett-Burman realizGronse por duplicado,
de maneira que o %Eficacia na extraccién indicado é a media dos dous
experimentos.

Unha vez obtidos os datos experimentais, procedeuse, en cada caso, a
andlise correspondente do deseno.

A optimizacidon das caracteristicas da mostra sélida (cantidade de mostra e

tamano de particula) e dos pardmetros FIA, realizouse de maneira univariante.
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3.1 Extraccion do cadmio
A optimizacién deste proceso de extraccion levouse a cabo empregando o
dispositivo FIA indicado na Figura 12.

O deseno factorial de Plackett-Burman 2A6*3/16 de resolucion tipo Il con 6
graos de liberdade e un punto central foi o utilizado para a optimizacion, tal e
como se indicou anteriormente. As variables que afectan ¢ proceso de
extraccién dcida do cadmio, asi como os valores mdximos e minimos fixados
para as mesmas, dacordo con experimentos readlizados previamente,

recollense na Taboa 102.

Taboa 102. Valores mdaximos e minimos establecidos para cada unha das

variables no deseno de Plackett-Burman.

VARIABLE NOTACION VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
[HNO:3] G oM 3M
[HCI] H oOM 3M
Tempo de sonicacion | 0,5 min 5 min
Volume de disolucién
extractante ! 2mt > mt
Caudal de extraccion K 3,5 mL/min é mL/min
Temperatura de extraccion L 20 °C 70°C

Unha vez obtida a matriz do deseno realizdronse os 13 experimentos
indicados na mesma, utilizando o dispositivo FIA indicado na Figura 12. Para
realizar ditos experimentos sobre as diferentes matrices, empregdronse
materiais de referencia e mostras cuxa concentracién se determinou
previamente por triplicado, facendo uso do método de referencia descrito
anteriormente (pdxina 86). A cantidade de mostra empregada para levar a

cabo a optimizacién do proceso de extraccion (60 mg), fixouse dacordo coa
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concentracion de cadmio presente na mesma. A Tdboa 103 recolle as
diferentes mostras empregados para levar a cabo a optimizacion, asi como a

concentracidn de cadmio existente nas mesmas.

Taboa 103. Mostras e materiais de referencia empregados na optimizacion do
proceso continuo de extraccion dcida e concentracidén de cadmio presente

nas mesmas.

Mostra coa que se

Tipo de matriz ) [Cd] (ng/g)
realizou a optimizacion
Moluscos e peixes Mexillén CRM 278Re 0,348 + 0,008p

Vexetais Repolo 0,32 £ 0,01
Carnes Figado de coello 0,17 £0.,01
Froitos secos Cacahuetes 0,24+ 0,01
Legumes Fabas 0,20+ 0,01
Cereais e derivados Pan relado 0,17 £0,01
Queixos e derivados lacteos Queixo relado 0,10+ 0,01

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b Concentracién certificada

A matriz de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha das variables
en cada un dos experimentos, xunto co %Eficacia na extraccion obtido en
cada un deles, recdllese na Tdboa 104. Os experimentos realizGronse por
duplicado, polo cal o %Eficacia na extraccién indicado é a media dos dous
resultados obtidos.

Unha vez obtidos os datos experimentais, procedeuse & andlise do deseno.
En primeiro lugar € preciso conecer aquelas variables que son significativas, é
dicir, aquelas variables que van ter unha gran importancia no proceso de
extraccién dcida do cadmio, para o cal se recurre &s Cartas Pareto

Estandarizadas (Figura 24).
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccidon de Cd en Moluscos e Peixes

I ; - ; - ; I 1 Efecto estimado
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1 | 21.5 negativo
s (L ] es
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Figura 24. Carta Pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial; a lina vertical indica o limite de significacion estatistica para
os efectos. G, [HNO3]; H, [HCI]; |, Tempo de sonicacién; J, Volume de disoluciéon

extractante; K, Caudal de extraccion; L, Temperatura de extraccion.
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Cd en Froitos Secos
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Figura 24 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais

significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; |, Tempo de

sonicacioén; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

limite de
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Cd en Ceredis e derivados

1 FEfecto estimado

I 49’6 positive

Efecto estimadao
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Carta Pareto Estandatizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Cd en Queixos e detivados lacteos
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Figura 24 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina vertical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; I, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.

172



PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos 6 aplicar o deseno de Plackett-Burman & extraccion do
cadmio nos diferentes tipos de mostras, obsérvase un coportamento das
variables bastante similar. Sen considerar o Ultimo tipo de mostras, obsérvase
gue as variables que tenen unha maior importancia no proceso de extraccién
do cadmio son a concentracién de dcido nitrico e o tempo de sonicacién.
Estas variables presentan, en tddolos casos, un efecto estimado positivo e
elevado, co cal se pode decir que estas variables afectan positivamente 6
proceso de extraccidon, dentro dos valores estudiados. Non obstante, en
funcion do tipo de mostra, as variables estatisticamente significativas son
diferentes. No caso dos moluscos e peixes, carnes, froitos secos, legumes e
cereaqis e derivados, obsérvase que as variables estatisticamente significativas
son a concentracion de dcido nitrico e o tempo de sonicacién. No caso dos
vexetais, ademais destas duas variables, tamén é estatisticamente significativa
a variable caudal de extraccion, cun efecto estimado negativo. Por Ultimo, no
caso dos queixos e derivados ldcteos, as variables significativas son a
concentraciéon de dcido nitrico e o caudal de extraccion, afectando este
Ultimo & proceso de maneira negativa. Na Figura 25 mdstranse as superficies
de resposta para as variables significativas en cada caso, onde se observa
como varia o %Eficacia na extraccion do cadmio en funcién dos valores que
toman estas variables, e mantendo as restantes no valor intermedio do

intervalo de estudio proposto para o deseno.

173



PARTE EXPERIMENTAL

5 $

2 3] N

7] ] 100

g 18 B =

= N

® @ F i}

G 48 e o

5 48 o X

5 = g

g 28 o g o

3] = v 5

b 5 1 8z 25 3 0 Tempode ; Cauda de . 4
o [HNO;] (M) sonicacion (min) empo de
& 3 Extractante {mL/min}) Sonicacion (min)

Superficie de resposta das variables cavdal de extractante e

Superficie de resposta das variables [HNO,] e tempo de sonicacién
tempo de sonicacion na extraccion de Cd en mostras de vexetais

na extraccién de Cd en mostras de moluscos e peixes

$ £
g [
E &0 g &7
s @ 8
s W g &
3 e .
T I - - 5
g v ] 005 1 1a 5 or——as4
£ g °? 28 3 Cavda de
oo w [HNO4] (M) Extractante (mL/min
® [HNOJ] (M) Sonicacién (min) 3 ( )

Superficie de resposta das variables [HNO,] e caudal de

Superficie de resposta das variables [HNO,] e tempo de sonicacién
extractante na extraccién de Cd en mostras de vexetals

na extraccion de Cd en mostras de vexetais

2 3
ol Tempo de
Sonicacién (min)

[HNOy] (M) [HNOy] (M)

% Eficacia no extraccién

sonicacién (min)

% Eficacia na exhraccidén

Supetficie de resposta das variables [HNO,] e tempo de sonicacién

superficie de resposta das varlables [HNO,] e tempo de sonicacién
na extracclén de Cd en mostras de froltos secos

na exfraccién de Cd en mostras de camne

c c
S o —

8 o ~F ~

B E

x R

) v &0

o -

= =

I~ g %

F : g * : TS

2 25 3 —— 1 S 3

£ Tempo de ‘E 0 o o5 TR _""ﬁ 2

w [HNO] (M) Sonicacién (min) B2 25 3 Tempo de
w® ® [HNO;] (M) Sonicacién (min)

Superficie de resposta das variables [HNO,] e tempo de sonicacién Supeificie de resposta das variables [INO,] e tempo de sonicacién
na extraccién de Cd en mostras de legumes na extraccién de Cd en mostras de cereals e derivados

5

'G |0{ "

E 97 _

&7

*®

: 77

= a7

-] — —

2 57 — e &

2 R e Iy 1 =

2 w2255 33 Cauda de

= HNO;] (M 0 au

B [HNO] (M) Extractante {mL/min)

Superficie de resposta das variables [HNO,] e caudal de exfractante
na extraccion de Cd en mostras de queixos e derivados

Figura 25. Superficies de resposta proporcionadas polo deseno de Plackett-
Burman para as variables estatisticamente significativas en cada caso (as
demais variables toman o valor medio do intervalo de estudio establecido

polo deseno).
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As demais variables tenen unha maior ou menor influencia no proceso de
extraccién, tal e como se observa na figura 24, pero sen superar o nivel de
significacion establecido (un 95 % de confianza representado pola lina
vertical).

Unha vez analizados os resultados proporcionados polo deseno, os valores
6ptimos para cada unha das variables segun o mesmo son as que se recollen

na Taboa 105.

Tdboa 105. Valores 6ptimos segun o deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de extraccion do cadmio das

diferentes mostras solidas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES DACORDO CO DESENO DE
PLACKETT-BURMAN

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 3 3 3
H (M) 3 0 0 3 3 0 3
1 (min) 5 5 5 5 5 5 5
J (mL) 5 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 20 70 70 70 70 20 70

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Posto que o deseno de Plackett-Burman sé nos proporciona as tendencias
das variables cara o 6ptimo, e non o valor éptimo das mesmas, realizdronse
unha serie de experimentos féra do marco do deseno, dacordo cos valores
obtidos no mesmo, para determinar o valor éptimo de cada variable para

cada tipo de mostra.
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3.1.2 Experimentos fora do marco do deseino
Como xa se comentou previamente, os valores establecidos polo deseno de
Plackett-Burman sé indican a tendencia da variable cara o valor éptimo
dentro do intervalo de valores establecido previomente para cada variable.
Polo tanto, levdronse a cabo unha serie de experimentos féra do marco do
deseno para obter o valor éptimo de cada variable. Para afinar estes valores,
non se aplicou outro deseno factorial, posto que o emprego dun deseno que
proporcione o valor 6ptimo implica a realizacion dun gran nUmero de
experimentos. Ademais, neste punto, xa se dispdn de bastante informacion
acerca do comportamento de cada variable implicada no proceso de
extraccién, como para poder axustar o valor optimo de ditas variables
realizando un numero relativamente pequeno de experimentos.

Polo tanto, para levar a cabo esta optimizacion realizdronse unha serie de

experimentos (por triplicado) mediante un estudio variable a variable.

» Experimentos realizados para a optimizaciéon da exiraccién do cadmio en
mostras de Moluscos e Peixes
En primeiro lugar, estudidronse as variables estatisticamente non significativas.
Dentro destas variables non significativas, tenen efecto estimado negativo a
temperatura de extracciéon (efecto estimado=-5,7) e o caudal de extraccion
(efecto estimado=-0,7). Tendo en conta o experimento 1 da matriz de Plackett-
Burman (Taboa 104), onde os valores minimos destas variables proporcionan
unha eficacia na extraccién cuantitativa (101,0%), fixGronse os valores destas
variables en 20 °C e 3,5 mL/min. Deste xeito, simplificase o proceso de
extraccioén, posto que se pode traballar a temperatura ambiente, evitdndose o

qguentamento previo da auga do ultraséns e o traballo co extracto dcido
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guente. Ademais, a eficacia da extraccidon vese favorecida ¢ traballar 6
caudal de extraccion minimo, posto que as compactaciéns que se producen
no sistema son menores.

As variables non significativas con efecto estimado positivo son o volume
de disolucién extractante e a concentfracion de dacido clorhidrico. A
concentracion de dcido clorhidrico é a variable con menor influencia no
proceso de exiraccion (efecto estimado=0,02), o que significa que se poden
obter eficacias na extraccién cuantitativas evitando o emprego deste
componente da disolucion extractante (experimentos 1 e 4 da matriz de
Plackett-Burman, Tadboa 104).

O volume da disolucién extractante € a variable non significativa con maior
efecto estimado (efecto estimado=10,5). Tendo en conta que o exiracto
dcido ha de ser preconcentrado posteriormente, pasando a través da
minicolumna empaquetada coa resina quelante a un caudal mdximo de 2
mL/min, resulta de interés empregar o menor volume de disolucion extractante
posible, xa que dito volume influird directamente no tempo de
preconcentracion, e polo tanto, na frecuencia de mostraxe. Tendo en conta o
experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Tadboa 104), onde o emprego de
2 mL de disolucidon extractante proporciona unha eficacia na extraccion
cuantitativa, o valor desta variable fixase en 2 mL.

As variables que influen significativamente no proceso de extraccion acida
do cadmio en moluscos e peixes son a concentraciéon de dcido nitrico (efecto
estimado=39,7) e o tempo de sonicaciéon (efecto estimado=21,5). Co
obxectivo de aumentar a frecuencia de mostraxe, estudiouse a posibilidade
de diminuir o tempo de sonicacion. Por outra parte, intentouse diminuir a

concentracién de dcido nitrico, para fraballar nas condiciéns dcidas menos
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drdsticas posibles e simplificar a andlise. O resultado destes estudios mdstrase

na Taboa 106.

Tdboa 1046. Experimentos readlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 3.5 20 104,3
3 0 1,5 2 3.5 20 90.8
2 0 2 2 3.5 20 85.8

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacidn obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as
mostras de moluscos e peixes, que se mostra na figura 26.

Unha vez optimizadas todas as variables, a partir dos resultados obtidos no
deseno, os valores dptimos para cada variable implicada na extraccion do

cadmio nas mostras de moluscos e peixes recollense na Taboa 107.

Taboa 107. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cadmio nas mostras de moluscos e peixes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] OM
Tempo de sonicacién 2 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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Figura 26. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman
para as variables significativas do proceso de extraccion do Cd das
mostras de moluscos e peixes ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As
demais variables toman o valor medio do intervalo de estudio establecido:
[HCl= 1,5 M; Volume de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de

extracciéon= 4,75 mL/min e Temperatura de extraccién= 45 °C.

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccion do cadmio en
mostras de Vexetais

A extraccibn do cadmio en mostras de vexetais estd afectada

significativamente por tres variables: o tempo de sonicacién, o caudal de

extracciéon e a concentracion de dcido nitrico. As demais variables tenen

unha maior ou menor importancia no proceso de extraccién, pero sen superar

o limite de significaciéon estatistica.

A optimizacion féra do marco do deseno, comezouse por aguelas variables
non significativas. A temperatura de extraccion € a Unica variable non
significativa con efecto estimado positivo (efecto estimado=14,9). No
experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 104) obsérvase que a

eficacia da extraccidén é cuantitativa a temperatura ambiente (20 °C), de
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xeito que se fixa o valor dptimo desta variable en 20 °C. Isto simplifica a andlise,
posto que evita, por unha parte, ter que quentar previomente a auga do
ultraséns, e por outra, o fraballar cun extracto dcido quente.

O volume de disolucion extractante € unha variable non significativa con
efecto estimado negativo (efecto estimado=-14,5). Se se ten en conta o
mesmo experimento da matriz de Plackett-Burman, pode observarse que a
utilizacidon de 2 mL de disolucidon extractante proporciona unha eficacia da
extraccién cuantitativa. Posto que un menor volume de disolucidn extractante
implica unha maior frecuencia de mostraxe, xa que o extracto dcido ha de ser
preconcentrado a un caudal mdximo de 2 mL/min, non se estudiou a
posibiliade de traballar con volumes maiores.

A concentracion de dacido clorhidrico € a variable non significativa con
menor efecto estimado (efecto estimado=-4,5). Tendo en conta os resultados
obtidos nos experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Buman (Tdboa 104),
resulfou posible eliminar este componente da disolucidn extractante,
simplificdndose asi a andlise.

A Unica variable estatisticamente significativa que ten un efecto estimado
negativo é o caudal de extraccion. A eficacia do proceso de extraccion vese
favorecida cando esta variable diminue dentro do intervalo estudiado, posto
qgue se minimiza a compactaciéon da mostra dentro da minicolumna e a
presidn xenerada dentro do sistema é menor. Posto que caudal de extraccidén
de 3,5 mlL/min proporciona unha eficacia na extraccion cuantitativa
(experimento 1 da matriz de Plackett-Burman, Tdboa 104), o valor éptimo
desta variable queda fixado en 3,5 mL/min.

Con respecto 6 tempo de sonicacion (efecto estimado=44,1) e &

concentracion de dcido nitrico (efecto estimado=18,3), estudiouse a
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posibilidade de diminuir os valores éptimos proporcionados polo deseno, co
obxectivo de aumentar a frecuencia de mostraxe e realizar a extraccidn nas
condiciéns dcidas menos drdsticas posibles. Os resultados deste estudio

mostranse na Taboa 108.

Taboa 108. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacién e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 35 20 101,4
3 0 1.5 2 3.5 20 77,5
1.5 0 2 2 3.5 20 51,0

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacidon obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as

mostras de vexetais, que se mostra na figura 27.

Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores 6ptimos para cada variable implicada

na extraccion do cadmio nas mostras de vexetais recollense na Taboa 109.
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Figura 27. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
duas das variables significativas do proceso de extraccién do Cd das mostras
de vexetais ([HNOz] (M) e tempo de sonicacidon (min)). As demais variables
toman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume
de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de exiraccion= 4,75 mL/min e

Temperatura de extraccidén= 45 °C.

Taboa 109. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cadmio nas mostras de vexetais

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2 min
Volume de disolucién exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccion do cadmio en
mostras de Carnes

O igual que na maioria das matrices sélidas, o proceso de extraccién do

cadmio en mostras de carnes estd afectado significativamente polas variables

concentracién de dcido nitrico e tempo de sonicacién.

A optimizacién féra do marco do desefio comezouse polas variables
estatisticamente non significativas.

A temperatura de extraccion é a Unica variable non significativa que influe
positivamente no proceso de extraccion e ten un efecto estimado moi baixo
(efecto estimado=1,1). No experimento 1 da matriz de Plackett-Burman, onde
a temperatura de extraccidén toma o valor inferior do intervalo establecido,
obtense unha eficacia na extraccién cuantitativa (102,0 %). Polo tanto, co
obxectivo de simplificar a andlise, evitando o tfraballo cun extracto d&cido
qguente e o quentamento previo da auga do ultraséns, o valor éptimo para
esta variable fixase en 20 °C (temperatura ambiente).

As restantes variables non significativas tenen efectos estimados negativos:
caudal de exiraccion (efecto estimado=-4,1), concentracién de dcido
clorhidrico (efecto estimado=-5,1) e volume de disolucion exiractante (efecto
estimado=-0,9). Tendo en conta o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman
(Tdboa 104) para o caudal de exfraccidn e o volume de disolucion
extractante e os experimentos 1 e 4 da mesma matriz para a concentracién
de dcido clorhidrico, onde estas variables toman os valores minimos do
intervalo establecido, obténdose eficacias na extracciéon cuantitativas, os
valores 6ptimos para ditas variables fixanse en 3,5 mL/min, 0 M e 2 mL.

A concentracion de dcido nitrico e o tempo de sonicacion son as variables

que inflen de maneira significativa na extraccidon do cadmio nas mostras de
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carne. Ambas variables tenen efecto estimado positivo, € dicir, a eficacia na
extraccion vese favorecida cando os valores destas variables aumentan
dentro do infervalo estudiado. Non obstante, co obxectivo de diminuir o
tempo de andlise, aumentando asi a frecuencia de mostraxe, e realizar a
extraccién co dcido o mdis diluido posible, estudiouse a posibilidade de
diminuir o valor destas variables. Na Tdboa 110 recdllese o resultado deste

estudio.

Tdboa 110. Experimentos redlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 3.5 20 99,7
3 0 1.5 2 3.5 20 82,3
1,5 0 2 2 3.5 20 70,8

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Como pode observarse na tdboa, un tempo de sonicacion de 2 minutos é
suficiente para obter unha extraccion cuantitativa. A concentracion de dcido
nitrico, non obstante, non se pode reducir.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacion obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as

mostras de carnes, que se mostra na figura 28.
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Figura 28. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccion do Cd das mostras de
carnes ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As demais variables toman o
valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume de
disolucién extractante= 3,5 mlL; Caudal de exiraccidon= 4,75 mlL/min e

Temperatura de extraccion= 45 °C.

Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada

na extraccion do cadmio nas mostras de carnes recollense na Tdboa 111.

Taboa 111. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cadmio nas mostras de carnes

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] OM
Tempo de sonicacion 2 min
Volume de disolucion exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da exitraccion do cadmio en
mostras de Froitos Secos

No caso das mostras dos froitos secos, 6 igual que na maioria das mostras, as

variables estatisticamente significativas son a concentracion de dcido nitrico e

o tempo de sonicacién.

Con respecto ds variables que non tenen un peso significativo dende o
punto de vista estatistico, tenen efecto estimado positivo a temperatura de
extracciéon (efecto estimado=7,3) e a concentracién de dcido clorhidrico
(efecto estimado=0,5) e efecto estimado negativo o caudal de extraccion
(efecto estimado=-9,7) e o volume de disoluciéon extractante (efecto
estimado=-6,9). O igual que no caso das carnes e moluscos e peixes, a
optimizacion destes pardmetros faise tendo en conta o experimento 1 da
matriz de Plackett-Burman (Tdboa 104) para o caudal e a temperatura de
extraccioén, os experimentos 1 e 4 da mesma matriz para a concentracion de
dcido clorhidrico e os experimentos 1 e é para o volume de disolucién
extractante. A extraccidén é cuantitativa en todos estes experimentos, onde
cada unha das citadas variables toma o valor inferior dentro do intervalo
estudiado. Asi, o caudal de extraccion fixase en 3,5 mL/min, a temperatura de
extracciéon en 20 °C, a concentracion de dcido clorhidrico en 0 M e o volume
de disolucidon extractante en 2 mL. Estes valores 6ptimos das variables
simplifican considerablemente a andlise. O caudal de extraccién de 3,5
mL/min minimiza as compactaciéns da mostra na minicolumna, co cal se
diminUe a presidon xenerada no sistema. A eleccion da temperatura ambiente
(20 °C) para levar a cabo a andlise permite prescindir do quentamento previo
da auga do ultrasdns e evita ter que traballar co extracto dcido quente. O

valor éptimo da variable concentracion de acido clorhidrico fixase en 0 M, é
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dicir, eliminase este componente da disolucion extractante. Por Ultimo, o
emprego dun volume de disolucion extractante de 2 mL inflie positivamente
na rapidez da andlise, e polo tanto, na frecuencia de mostraxe, posto que dito
volume de extracto ha de ser preconcentrado posteriormente a un caudal
mdaximo de 2 mL/min.

As variables estatisticamente significativas son a concentracién de acido
nitrico e tempo de sonicaciéon. Ambas influen positivamente no proceso de
extraccién, posto que os seus efectos estimados son positivos (47,2 e 25,9,
respectivamente). Co obxectivo de readlizar a extraccion con dcido mdis
diluido e de aumentar a frecuencia de mostraxe, realizGronse unha serie de
experimentos para diminuir os valores destas variables proporcionados polo

deseno. Na Taboa 112 recdllese o resultado destes experimentos.

Taboa 112. Experimentos realizados para a optimizacién do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 35 20 98,9
3 0 1 2 3.5 20 96,9
3 0 0.5 2 35 20 752
2 0 1 2 35 20 84,6

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Tal e como se observa na taboa, para realizar a extraccion do cadmio das
mostras de froitos secos tan sé se precisa dun tempo de sonicacién de 1
minuto. A concentracidn do Unico componente da disolucion extractante
(Gcido nitrico), non se pode reducir con respecto ¢ valor proporcionado polo

deseno (3 M).
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Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dacido nitrico e tempo
de sonicacion obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as

mostras de froitos secos, que se mostra na figura 29.

Os valores 6ptimos obtidos para cada unha das variables implicadas na
extracciéon do cadmio nas mostras de froitos secos, despois da optimizacion

fora do marco do desefo son os recollidos na Tdboa 113.
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Figura 29. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccion do Cd das mostras de
froitos secos ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As demais variables
toman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume
de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de exiraccion= 4,75 mL/min e

Temperatura de extraccion= 45 °C.
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Tdboa 113. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cadmio nas mostras de froitos secos

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da exiracciéon do cadmio en
mostras de Legumes

Na extraccion do cadmio neste tipo de mostras obsérvase, 6 igual que nas
demais matrices, que o valor 6ptimo para o volume de disolucion extractante
e o caudal de extraccion, ambas variables non significativas con efecto
estimado negativo (-6,1 e -9.,7, respectivamente) se pode fixar en 2 mL e 3,5
mL/min, respectivamente. Estes valores son os menores dentro do intervalo
estudiado e proporcionan extraccions cuantitativas (experimentos 1 e 6 da
matriz de Plackett-Burman (Tdboa 104) para o volume de disolucion
extractante e experimento 1 para o caudal de extraccién). Utilizar como
optimos estes valores mellora a frecuencia de mostraxe e reduce a
compactacion da mostra na minicolumna.

A pesar de que a temperatura de extraccién é unha variable con efecto
estimado positivo  (efecto  estimado=2,9), o proceso pode readlizarse a
temperatura ambiente (20 °C) posto que a eficacia da extraccion é
cuanfitativa, tal e como pode observarse no experimento 1 da matriz de

Plackett-Burman (Taboa 104).
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Tendo en conta os experimentos 1 e 4 da mesma matriz, pode eliminarse o
dcido clorhidrico da disolucion extractante, simplificdndose deste xeito a
andlise.

Con respecto ds variables estatfisticamente significativas, tempo de
sonicacion (efecto estimado=50,7) e concentraciéon de acido nitrico (efecto
estimado=30,8), estudiouse a posibilidade de reducir os valores de ambas
proporcionados polo deseno. Na Tdboa 114 recdllense os resultados deste

estudio.

Taboa 114. Experimentos readlizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 3.5 20 89.8
3 0 2,5 2 3.5 20 101,9
0 2,5 2 3.5 20 105,1
1.5 0 2,5 2 3.5 20 81.8

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extracciéon.

Pode observarse na tdboa que son precisos 2,5 minutos de sonicacion para
lograr a extracciéon cuantitativa. Con respecto & concentracion do dcido
nitrico, pode reducirse a 2 M.

Os valores 6ptimos obtidos para cada unha das variables implicadas na
extraccién do cadmio nas mostras de legumes, tras realizar a optimizacioén féra

do marco do deseno, recdllense na Tadboa 115.
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Tdboa 115. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cadmio nas mostras de legumes

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 2M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da exiracciéon do cadmio en
mostras de Cereais e Derivados

No caso das mostras de cereais e derivados, tddalas variables non

significativas dende o punto de vista estatistico tenen efecto estimado

negativo; é dicir, canto menor sexa o valor das mesmas, dentro do intervalo

estudiado, mdis favorecido se verd o proceso de extraccion.

Co obxectivo de simplificar a extraccién e tendo en conta o experimento 1
da matriz de Plackett-Burman (Taboa 104), pode concluirse que fraballando a
temperatura ambiente (20 °C) e a un caudal de extracciéon de 3,5 mL/min @
extracciéon é cuantitativa (101,2 %).

Os experimentos 1 e 4 da mesma matriz permiten eliminar o dcido
clorhidrico da disolucion extractante.

Con respecto 6 volume de disolucién extractante e tendo en conta os
experimentos 1 e 6 da matriz, concliese que o valor éptimo para dita variable
se pode fixar en 2 mL. Este volume € o menor volume do intervalo estudiado e
permite mellorar a rapidez da andlise, posto que é o volume de extracto dcido
qgue se deberd preconcentrar posteriormente, a un caudal mdximo de 2

mL/min.
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A concentracion de dcido nitrico e o tempo de sonicacion son as variables
estatisticamente significativas. Os seus efectos estimados son positivos e
elevados. Co obxectivo de aumentar a frecuencia de mostraxe estudiouse a
posibilidade de reducir o tempo de sonicacidon por debaixo do valor
proporcionado polo deseno. Con respecto & concentracién de dcido nitrico,
estudiouse a posibilidade de traballar en condicidéns mdis diluidas. Os
resultados deste estudio mostranse na Tdboa 116. O menor tempo de
sonicacién que proporcionou unha eficacia na extraccidon cuantitativa foi de
4,5 minutos, mentras que a concentracidn de dcido nitrico non se puido

reducir.

Taboa 116. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 4 2 3,5 20 91,5
3 0 4,5 2 3.5 20 101,3
2 0 4,5 2 3.5 20 83.4

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacion obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as
mostras de cereais e derivados, que se mostra na figura 30.

Os valores 6ptimos obtidos para cada unha das variables implicadas na
extraccion do cadmio das mostras de cereais e derivados, unha vez realizada

a optimizacion féra do marco do deseno, recdllense na Taboa 117.

192




PARTE EXPERIMENTAL

c

o

: 4// :

3] -

g 00 =

3 80 :

g <0 -

J

5 zg : 5734 ’

= 1

o © 05 1 5 o 55 S0 Tempo de
B [HNO] (M) Sonicacién {min)

Figura 30. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccion do Cd das mostras de
cereaqis e derivados ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As demais
variables toman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5
M; Volume de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75

mL/min e Temperatura de extraccion= 45 °C.

Taboa 117. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cadmio nas mostras de cereais e derivados

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 4,5 min
Volume de disolucién exiractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da exitraccion do cadmio en
mostras de Queixos e Derivados

No caso da extraccién do cadmio en mostras de queixos e derivados ldcteos,

as variables estatisticamente significativas son a concentracion de dcido

nitrico e o caudal de extraccion.

As variables concentracién de dcido clorhidrico, tempo de sonicaciéon e
temperatura de extraccion tenen efecto estimado positivo, mentras que a
variable volume de disolucién extractante ten efecto estimado negativo.

O volume de disolucion extractante fixase en 2 mL, posto que tendo en
conta o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 104), cando esta
variable toma dito valor, a eficacia do proceso de extraccidén é cuantitativa
(101,4 %).

A concentracién de dcido clorhidrico € o temperatura de extraccion
fixanse en 0 M e 20 °C (temperatura ambiente), posto que cando estas
variables toman ditos valores (experimentos 1 e 4 e experimento 1 da matriz de
Plackett-Burman, respectivamente), a extraccion do cadmio é cuantitativa.
Polo tanto, é posible eliminar o dcido clorhidrico da disolucién extractante e
traballar a temperatura ambiente, simplificdndose asi a andlise de forma
considerable.

O tempo de sonicacién, no caso da extraccion do cadmio en mostras de
queixos e derivados Idcteos é unha variable non significativa dende o punto
de vista estatistico. O seu efecto estimado é positivo (efecto estimado=1,6), o
que significa que a extracciéon se ve favorecida cando o valor desta variable
aumenta, dentro do intervalo estudiado. Dende o punto de vista da rapidez
da andlise resulta de interés levar a cabo a extraccidbn no menor tempo

posible. Tal e como mostra o experimento 2 da matriz de Plackett-Burman, 0,5
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minutos son suficientes para obter unha eficacia na extraccidn cuantitativa
(98,5 %), de maneira que este valor € o seleccionado como éptimo para esta
variable.

As variables estatisticamente significativas son a concentracion de dacido
nitico e o caudal de extraccion, con efectos estimados de 39,5 e -8,1,
respectivamente. Tendo en conta o signo dos efectos estimados pode
concluirse que a extraccion do cadmio se ve favorecida cando a
concentracién de dcido nitrico aumenta e o caudal de extraccién diminle,
sempre dentro do intervalo estudiado. Canto menor sexa o caudal de
extracciéon, menor serd a compactacién da mostra na minicolumna e polo
tanto, a presidn xenerada no sistema tamén se reducird. Tendo en conta os
experimentos 1 e 2 da matriz de Plackett-Burman (Tdboa 104) o caudal de
extraccién fixase en 3,5 mlL/min, posto que proporciona eficacias na
extracciéon cuantitativas.

A concentracion de dcido nitrico € a variable con mdis peso estatistico no
proceso (efecto estimado=35,9). Realizouse un experimento féra do marco do
deseno co obxectivo de reducir dita concentracién. Tal e como se mostra na

Tdboa 118, dita reduccién non foi posible.

Taboa 118. Experimentos realizados para a optimizacion da concentracion de

dcido nitrico.

G (M) H (M) | (min) J (ml) K L(C) Eficacia na
min m 2
(mL/min) extraccion (%)
1,5 0 0,5 2 3,5 20 69,0

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.
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Os valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas na extraccion
do cadmio nas mostras de queixos e derivados, unha vez realizados os

experimentos féra do marco do deseno, son os que se recollen na Tdboa 119.

Taboa 119. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cadmio nas mostras de queixos e derivados Idcteos

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacién 0.5 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

A Tdboa 120 recolle un resume dos valores éptimos de cada unha das
variables implicadas na extraccion do cadmio das diferentes mostras de
alimentos. Como pode observarse, a concentracién de dcido clorhidrico, o
volume de disolucion extractante, o caudal de extraccidén e a temperatura
de extracciéon toman o mesmo valor optimo en cada unha das matrices
sélidas. O tempo de sonicacidén e a concentracidon de dcido nitrico dependen
do tipo de mostra.

Asi, requirese unha concentracién de dcido nitrico 3 M para realizar a
extraccién cuantitativa do cadmio en tdédolos tipos de mostras de alimentos,

agds para as legumes, onde unha concentracion 2 M é suficiente.
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Taboa 120. Valores optimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de extraccion do cadmio das diferentes mostras de alimentos.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS NA EXTRACCION
DO CADMIO DAS DIFERENTES MOSTRAS DE ALIMENTOS

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais  Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 2 3 3
H (M) 0 0 0 0 0 0 0
I (min) 2 2 2 1 2,5 4,5 0,5
J (mlL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 20 20 20 20 20 20 20

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Dende o punto de vista do tempo de sonicacién, pode observarse que 0s
tipos de mostra que requiren un tempo maior para que se produza a
extraccién do cadmio son os cereaqis e derivados (requiren 4,5 minutos de
sonicacién) e as legumes (requiren 2,5 minutos de sonicacion). Para os
moluscos e peixes, vexetais e carnes son suficientes 2 minutos para que a
extraccion do metal sexa cuantitativa. No caso dos froitos secos o tempo de
sonicaciéon requerido diminUe ata 1 minuto, e por Ultimo, a matriz de queixos e
derivados Idcteos € a que presenta o menor tempo de sonicacién: con tan sé

0,5 minutos de sonicaciéon a extraccidon do cadmio € cuantitativa.
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3.1.3 Estudio da cantidade de mostra
Na optimizacion das distintas variables que afectan ¢ proceso de extraccion
continua do cadmio empregouse unha cantidade de mostra de 60 mg. Non
obstante, estudiouse a posibiidade de empregar cantidades maiores, co
obxectivo de poder utilizar este sistema continuo para mostras que tenan unha
concentracién menor de cadmio e mellorar asi a sensibiidade do método
analitico. Estudiouse a posibilidade de aumentar a cantidade de mostra ata
un mdaximo de 100 mg, xa que utilizar cantidades maiores provoca grandes
presions no sistema FIA que fan inviable a andlise.

O aumento da cantidade de mostra mantendo os valores optimos das
variables implicadas no proceso de extracciéon do cadmio sé foi posible nas
mostras de moluscos e peixes e froitos secos, obténdose eficacias na

extracciéon cuantitativas para un maximo de 80 mg de mostra.

3.1.4 Estudio da influencia do tamaiio de particula da mostra
Toédolos estudios descritos ata o momento foron realizados empregando un
didmetro de particula da mostra inferior a 30 um.

Co obxectivo de estudiar se esta variable influe no proceso de extracciéon
do cadmio nas mostras de alimentos, tomdronse fraccidns dunha mostra
representativa de cada matriz con diferente tamano de particula:

- didmetro inferior a 30 um

- didmetros comprendidos entre 30 e 100 um

Con cada unha das fraccidéns das mostras levouse a cabo a determinaciéon
do cadmio, empregando o método de referencia descrito anteriormente
(pAxina 86) e mediante as metodoloxias confinuas propostas. Os resultados

obtidos xunto coas mostras representativas elexidas recdllense na Taboa 121.
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Taboa 121. Estudio da influencia do tamafo de particula da mostra utilizando o

método de referencia e as metodoloxias continuas propostas. Indicase tamén a

eficacia na extraccidn do sistema FIA.

Tipo de Mostra  Tamano de [Cd]a [Cd]s % Eficacia na
mostra  analizada particula (Hg/9) (Hg/9) extraccion
Moluscos <30 um 0,38 +0,01 0,38 +£0,01 100,0
. Mexillén
€ peixes 30-100 um 0,32 +£0,01 0,31 £0,02 96,9
<30 um 0,39 +0,02 0,40 £ 0,01 102,6
Vexetais Repolo
30-100 um 0,37 £0,01 0,38 £ 0,01 102,7
Figadode  <30um 0,17 +£0,01 0,17 £0,01 100,0
Carnes
coello 30-100um  0,14+0,02  0,14+0,01 100,0
Froitos <30 um 0,23 +£0,01 0,24 +0,01 104,3
Castanas
seécos 30-100 um 0,21 £0,01 0,22 +£0,01 104,8
<30 um 0,20+ 0,01 0,21 £0,01 105,0
Legumes Fabas
30-100 um 0,18 £0,01 0,18 £0,01 100,0
Cereais e Pan <30 um 0,17 +£0,01 0,17 £0,01 100,0
derivados  relado  30-100um  0,14+0,01 0,13+ 0,01 92,9
Queixos e logurt <30 um 0,09 +0,01 0,09 £ 0,01 100,0
derivados  nafural 54 109 008+001  0,08+00] 100,0

A [Cd] obtida mediante o método de referencia

B [Cd] obtida mediante os métodos continuos propostos

Pode concluirse, polo tanto, que o tamano de particula da mostra non

influe na extraccidon do cadmio das diferentes mostras de alimentos dentro do

intervalo estudiado.
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3.2 Extraccion do chumbo

A optimizacién deste proceso de extraccién levouse a cabo empregando o
dispositivo FIA indicado na Figura 13, agds para a matriz sélida de moluscos e
peixes, para a cal se empregou o dispositivo FIA indicado na figura 12.

Para optimizar o proceso utilizouse o deseno factorial de Plackett-Burman
2A6*3/16 de resolucion tipo Il con 6 graos de liberdade e un punto central. As
variables que afectan & extraccidn do chumbo, asi como os seus valores
mAaximos e minimos, seleccionados en funcién de estudios previos, son as
mesmas que para o cadmio (Taboa 102).

Unha vez obtida a matriz do deseno (Tdboa 101) realizdronse os 13
experimentos indicados na mesma, utilizando os dispositivos FIA indicados nas
Figuras 12 e 13. Para realizar ditos experimentos sobre as diferentes matrices,
empregdronse materiais de referencia e mostras cuxa concentracion se
determinou previamente por triplicado, facendo uso do método de referencia
descrito anteriormente (pdxina 86) (Tadboa 122). A cantidade de mostra
empregada para levar a cabo a optimizacion do proceso de extraccion foi de
60 mg por minicolumna.

Debido & baixa concentracién de chumbo nas mostras de alimentos, foi
necesario realizar en cada experimento unha adicién de 0,2 ug do metal na
disolucidn extractante; é dicir, a disolucidon extractante contina chumbo en
concentracién de 0,1 e 0,04 uyg/mL para os volumes de disolucién extractante
de 2 e 5 mL, respectivamente, no caso dos moluscos e peixes. Nas restantes
matrices de alimentos, debido a unha concentracién de chumbo existente
ainda menor que nos moluscos e peixes, foi necesario realizar duas extraccions

sucesivas empregando o dispositivo FIA indicado na figura 13, de xeito que a
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concentraciéon de chumbo na disolucion extractante foi de 0,05 e 0,02 ug/mL

para os volumes de disolucion extractante de 2 e 5 mL, respectivamente.

Taboa 122. Mostras e materiais de referencia empregados na optimizacion do
proceso continuo de extraccion dcida e concentracion de chumbo presente

nas mesmas.

Mostra coa que se
Tipo de matriz ) [Pb] (ug/g)
realizou a optimizacion

Moluscos e peixes Mexilldn CRM 278Ra 2,00 + 0,04k
Vexetais Grelos 0,26 £ 0,01
Carnes Riles de carneiro 0,22+0,01
Froitos secos Cacahuetes 0,26 + 0,01
Legumes Garbanzos 0,32+ 0,01
Cereais e derivados Pan relado 0,21 £0,01
Queixos e derivados Queixo relado 0,40+ 0,01

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b Concentracién certificada

A matriz do deseno de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha
das variables en cada experimento e o %Eficacia na extracciéon obtido en
cada caso moéstrase na Tadboa 123. Os experimentos da matriz realizGronse por
duplicado, de xeito que o %Eficacia na extraccion indicado € a media de
ambos resultados.

Unha vez obtidos os datos experimentais, procedeuse & andlise do deseno.
En primeiro lugar é preciso conecer aquelas variables que son significativas, é
dicir, aquelas variables que van ter unha gran importancia no proceso de
exfraccion dcida do chumbo, para o cal se recurre d&s Cartas Pareto

Estandarizadas para cada tipo de mostra (Figura 31).
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Pb en Moluscos e Peixes

1 Efecto estimade

47.7 rositive

mm Efecto estimado

|
\ 29.3

8.8

negativo

t_l-xo
@D
=]

0 2 4 & 8

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Pb en Vexetais

T T T T 1 Efecto estimado

T
oxithvo
I ‘ 35,4 ‘ " _
mm Efecto estimado
‘ 23.0 ‘ e ot

O 2 <4 & ]

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Pb en Carnes

T T T [/ Efecto estimado

G | 42 .2 | positivo
= Efecto estimade

1 | 42,0 | negatvo

< | I s

N N

s | 72

v | I e

Q 1 2 3 4 5

Efecto Estandarizado

Figura 31. Carta Pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial; a lina vertical indica o limite de significacién estatistica para
os efectos. G, [HNO3]; H, [HCI]; |, Tempo de sonicacion; J, Volume de disolucién

extractante; K, Caudal de extraccion; L, Temperatura de extraccion.
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Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extracciéon de Pb en Froitos Secos
T T T T T T T o Efectoestimado
G 57 1 positivo
‘ = Efecto estimadao
| ‘ 21,9 negativo
« ||
| B [32
. ] |23
0 4 8 12 16 20 24
Efecto Estandarizado
Carta Pareto Estandatizada para o
% Eficacia na Extraccion de Pb en Legumes
——— —r——— [ Efectoestimado
| positivo
‘ 43’] ‘ m Efecto estimado
G ‘ 34,5 ‘ e gativo
« |
J
L
H . . . .
3 4 5 &
Efecto Estandarizado

Figura 31 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina verfical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; I, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccion de Pb en Ceteais e detivados
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‘ 35r8 | negativeo

S EEY
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H ] -3,1
O 2 4 & 8 10

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandatizada para o

% Eficacia na Extraccion de Pb en Queixos e derivados ldcteos
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Figura 31 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina vertical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; |, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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3.2.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos 6 aplicar o deseno de Plackett-Burman & extraccion do
chumbo nos diferentes tipos de mostras, obsérvase un coportamento das
variables moi similar. Como pode verse nas diferentes Cartas Pareto (Figura 31),
as variables estatisticamente significativas no proceso de extraccién son a
concentraciéon de dcido nitrico e o tempo de sonicacidon. Estas variables
presentan, en tédolos casos, un efecto estimado positivo, co cal se pode decir
que estas variables afectan positivamente ¢ proceso de extraccion, dentro
dos valores estudiados.

Na figura 32 moéstranse as superficies de resposta para as variables
significativas, isto €, concentracion de dcido nitrico e tempo de sonicacion.
Nestes grdficos pode observarse como varia o %Eficacia na extraccion do
chumbo en funcidn dos valores que toman estas duas variables, manténdose
o resto constantes no valor intermedio do intervalo proposto para o deseno.

As demais variables tfenen unha maior ou menor importancia no proceso
de extraccién, pero sen superar o nivel de significacion establecido polo
método para un 95 % de confianza, representado grdficamente pola lina
vertical. Dentro destas variables non significativas o comportamento tamén
segue unha tendencia similar. O caudal de extraccién e o volume de
disolucidon extractante presentan efectos estimados negativos no proceso de
extraccién do chumbo nas diferentes mostras de alimentos, mentras que a
temperatura de extraccion inflie positivamente no mesmo. A concentracion
de dcido clorhidrico é a variable con menor importancia na extraccién do
chumbo e presenta un efecto estimado negativo en tddalos tipos de mostras

agds nos froitos secos e nos queixos e derivados ldcteos.
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Figura 32. Superficies de resposta proporcionadas polo deseno de Plackett-
Burman para as variables estatisticamente significativas en cada caso (as
demais variables foman o valor medio do intervalo de estudio establecido

polo deseno).
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Unha vez analizados os resultados obtidos ¢ aplicar o deseno factorial de
Plackett-Burman, os valores establecidos como 6ptfimos segun o mesmo son os

que se recollen na Tadboa 124.

Taboa 124. Valores optimos segun o deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de extraccidon do chumbo das

diferentes mostras solidas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES DACORDO CO DESENO DE
PLACKETT-BURMAN

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 3 3 3
H (M) 0 0 0 3 0 0 3
I (min) 5 5 5 5 5 5 5
J (mL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3,5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 70 70 70 70 70 70 70

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Como xa se comentou previamente, o deseno de Plackett-Burman non
proporciona o valor éptimo das variables en si, senon a tendencia cara o
6ptimo das mesmas. Asi pois, realizronse unha serie de experimentos féra do
marco do deseno e dacordo cos resultados obtfidos polo mesmo, para
determinar o valor éptimo de cada unha das variables implicadas no proceso

de extraccion do chumbo das diferentes mostras de alimentos.
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3.2.2 Experimentos fora do marco do deseio
= Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccién do chumbo en
mostras de Moluscos e Peixes

En primeiro lugar estudiaronse as variables non significativas, € dicir, aquelas
variables con menor influencia no proceso de extraccién do chumbo. Dentro
destas variables tenen efecto estimado negativo o caudal de extraccién
(efecto estimado=-10,5), o volume de disolucion extractante (efecto
estimado=-5,0) e a concentracién de dcido clorhidrico (efecto estimado=-3,1).

Posto que o extracto dcido resultante ha de ser preconcentrado
posteriormente a un caudal mdximo de 3 mL/min, interesa fixar o valor da
variable volume de disolucion extractante no menor valor posible.

Con respecto & variable concentracion de dcido clorhidrico, interesa
eliminala da disolucion extractante, posto que asi se simplificaria a andlise,
empregando como Unico componente de dita disolucidon o dcido nitrico.

A variable caudal de extracciéon é a variable non significativa con maior
influencia no proceso de extraccién do chumbo. Intentar aumentar o valor
desta variable provocaria maiores compactaciéns da mostra dentro da
minicolumna, e polo tanto, maiores presidons no sistema FIA.

Tendo en conta isto e o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman
(Tdboa 123) para o caudal de exfraccidn e o volume de disolucion
extractante e os experimentos 1 e 4 da mesma matriz para a concentracién
de dcido clorhidrico, onde os valores inferiores destas variables proporcionan
%Eficacia na extraccion cuantitativos, poden fixarse os valores éptimos para
ditas variables en 3,5 mL/min, 2 mL e 0O M.

A temperatura de extraccion é a Unica variable non significativa con

efecto estimado positivo (efecto estimado=8,8). A pesar de que a influencia
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da mesma no proceso de extraccion do chumbo é positiva, de maneira que o
%Eficacia na extraccidon aumenta ¢ aumentar o valor da variable dentro do
intervalo estudiado, hai que dicir que traballar a 20 °C (temperatura ambiente)
simplificaria a andlise, posto que seria innecesario o quentamento previo da
auga do ultraséns e non haberia que traballar cun extracto dcido quente.
Tendo en conta o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Tadboa 123),
onde se obtivo unha extraccién cuantitativa a temperatura ambiente, o valor
éptimo desta variable fixase en 20 °C.

As variables estatisticamente significativas son o tempo de sonicacion e a
concentracion de acido nitrico. Co obxectivo de simplificar a andlise e realizar
a extraccidn nas condicidons dcidas mdis diluidas posibles, estudiouse a
posibilidade de diminuir a concentraciéon de dcido nitrico. Por outra parte,
posto que o tempo de sonicacidn infle directamente na rapidez da andlise, e
polo tanto, na frecuencia de mostraxe, tamen se estudiou a posibilidade de
diminuir esta variable. Os resultados deste estudio recdllense na Taboa 125.
Como pode observarse, son necesarios 3 minutos de sonicacidén e unha
concentracion de dcido nitrico 3 M para que a exfracciéon do chumbo nas

mostras de moluscos e peixes sexa cuantitativa.
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Taboa 125. Experimentos readlizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2,5 2 35 20 87,4
3 0 3 2 3.5 20 96,6
1.5 0 3 2 3.5 20 65,2

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacién obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as

mostras de moluscos e peixes, que se mostra na figura 33.

1.5 2 25 5 O Sonicacion {min)
[HNO,] (M)

c .
©
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o 100 4 —

£ 80 -

O &0k 77 7 :
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Figura 33. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccién do Pb das mostras de
moluscos e peixes ([HNOs3] (M) e tempo de sonicacidon (min)). As demais
variables foman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5
M; Volume de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75

mL/min e Temperatura de extraccién= 45 °C.
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Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resulfados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada
na extraccion do chumbo nas mostras de moluscos e peixes recdllense na

Taboa 126.

Taboa 126. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do chumbo nas mostras de moluscos e peixes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNOs] 3M
[HCI] OM
Tempo de sonicacién 3 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

» Experimentos realizados para a optimizacion da exitraccién do chumbo en
mostras de Vexetais
No caso da extraccion do chumbo en mostras de vexetais, igual que na
extracciéon de dito metal en moluscos e peixes, as variables estatisticamente
significativas son o tempo de sonicacién e a concentracion de dcido nitrico.
Ademais, a influencia das variables non significativas no proceso de extraccion
segue tamén a mesma tendencia: influen negativamente no proceso o
caudal de extraccién, o volume de disolucion extractante e a concentraciéon
de dcido clorhidrico e positivamente, a temperatura de extraccion.
Tendo en conta o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Tdboa
123), onde un caudal de extraccion de 3,5 mL/min e unha temperatura de
extraccion de 20 °C conducen a un %Eficacia na extracciéon do 1050 %, os

éptimos destas variables fixanse en ditos valores.

212




PARTE EXPERIMENTAL

Nos experimentos 1 e 6 da mesma matriz, onde o volume de disolucién
extractante toma o valor inferior do intervalo establecido, obtivéronse %
Eficacia na extraccion cuantitativos, de xeito que o valor éptimo desta
variable se fixa en 2 mL.

Con respecto & concentracion de dcido clorhidrico, hai que dicir que se
pode eliminar dito componente da disolucion extractante, posto que nos
experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Burman, onde s6 o dcido nitrico
formaba parte de dita disolucion se obtiveron extracciéns cuantitativas.

No referente &s variables estatisticamente significativas, isto €, tempo de
sonicacion e concentracion de dacido nitrico, que influen positivamente no
proceso de extraccion (efectos estimados de 35,4 e 33,0, respectivamente),
hai que dicir que se realizaron unha serie de experimentos féra do marco do
deseno co obxectivo de reducir os valores 6ptimos destas variables segun o

deseno. O resultado destes experimentos mostrase na Tdboa 127.

Taboa 127. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

G(M) H(M) I(min) J(ml) « L (°C) ficacia na
(mL/min) extraccion (%)
3 0 2 2 3.5 20 105,0
3 0 1,5 2 3,5 20 102,7
3 0 1 2 3.5 20 58,0
2 0 1,5 2 3.5 20 81,5

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Se se anadliza con profundidade o grafico de superficie para as variables

concentracién de dcido nitrico e tempo de sonicacién obtido previamente

213




PARTE EXPERIMENTAL

polo deseno de Plackett-Burman para as mostras de vexetais, poden

corroborarse os resulfados obtidos (Figura 34).
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Figura 34. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccién do Pb das mostras de
vexetais ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As demais variables toman
o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume de
disolucion extractante= 3,5 mlL; Caudal de exiraccidon= 4,75 mlL/min e

Temperatura de extraccién= 45 °C.

Unha vez optimizadas todas as variables segun os resulfados obtidos no deseno
de Plackett-Burman, os valores optimos para cada variable implicada na

extraccion do chumbo nas mostras de vexetais recdllense na Tdboa 128.
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Tdboa 128. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do chumbo nas mostras de vexetais.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccién do chumbo en
mostras de Carnes

A Carta Pareto obtida para a extraccion de chumbo en mostras de carne é
similar & obtida para as mostras de moluscos e peixes e vexetais. Os efectos
estimados das variables significativas (concentracién de dcido nitrico e tempo
de sonicacién) son positivos e similares (42,2 e 42,0, respectivamente). As
variables non significativas seguen a mesma fendencia que nos casos
anteriores.

Tendo en conta os resulfados obtidos no experimento 1 da matriz de
Plackett-Burman (Tdboa 123), onde se obtén un %Eficacia na extraccion do
101,3 %, o caudal de extraccion fixase en 3,5 mL/min, o volume de disolucion
extractante en 2 mL e a temperatura de extraccion en 20 °C.

Con respecto & concentraciéon de dacido clorhidrico e tendo en conta que
nos experimentos 1 e 4 da mesma matriz, onde este reactivo non forma parte
da disolucién extractante se obtenen extracciéns cuantitativas (101,3 e 99,7
%), pode fixarse a concenfracion do mesmo en 0 M.

No referente &s variables estatisticamente significativas, a concentraciéon

de dcido nitrico e o tempo de sonicacion, estudiouse a posibilidade de reducir
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o valor das mesmas proporcionado polo deseno (3 M e 5 minutos,
respectivamente, Taboa 124). O resultado deste estudio recdllese na Taboa
129. Como pode observarse, son necesarios 2,5 minutos de sonicacion e a
concentracién mdxima de acido nitrico (3 M) para extraer cuantitativamente

o chumbo das mostras de carne.

Taboa 129. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' {min) 4 (mt) (mL/min) LCc) extraccion (%)
3 0 2 2 3.5 20 85,6
3 0 2,5 2 3,5 20 98,5
2 0 2,5 2 3,5 20 78,9

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Unha vez optimizadas todas as variables, segin os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada

na extraccidon do chumbo nas mostras de carnes recollense na Taboa 130.

Taboa 130. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccidon do chumbo nas mostras de carnes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] 0OM
Tempo de sonicacién 2,5 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do chumbo en
mostras de Froitos secos

Novamente, as variables estatisticamente non significativas son o caudal de

extraccioén, o volume de disolucion extractante, a temperatura de extraccion

e a concentraciéon de dacido clorhidrico.

Tendo en conta os experimentos 1, 4 e 6 da matriz de Plackett-Burman
(Tdboa 123), onde se obtenen %Eficacia na extraccion de 102,3, 99,8 e 100,3,
respectivamente, pode concluirse o seguinte: o caudal de extraccion fixase en
3,5 mL/min, para reducir as compactacions da mostra na minicolumna e a
consecuente presidon no sistema FIA; o volume de disolucion extractante fixase
en 2 mL, para reducir o tempo da posterior preconcentracién, que se vai
realizar a un caudal mdximo de 3 mL/min; a temperatura de extraccion fixase
en 20 °C (temperatura ambiente), para evitar o quecemento previo da auga
de ultraséns e eliminase o dacido clorhidrico da disolucion extractante, para
simplificar a andlise.

Con respecto &s variables estatisticamente significativas, isto é, a
concentracién de dacido nitrico e o tempo de sonicacidon, realizGronse unha
serie de experimentos co obxectivo de reducir os valores optimos
proporcionados polo deseno para estas variables. Tal e como se observa na
Taboa 131, é posible reducir o tempo de sonicaciéon a 1 minuto, mentras que a
concentraciéon de dacido nitrico se debe manter no valor méximo estudiado: 3
M.

Os resultados obtidos poden corroborarse co grafico de superfice para as
variables concentracion de dcido nitrico e tempo de sonicacidon obtido
previamente polo deseno de Plackett-Burman para as mostras de froitos secos,

que se mostra na Figura 35.
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Tdboa 131. Experimentos readlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1,5 2 35 20 102,9
3 0 1 2 3.5 20 95,1
3 0 0.5 2 3.5 20 73,9
1,5 0 1 2 35 20 62,0

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.
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Figura 35. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccién do Pb das mostras de
froitos secos ([HNOs] (M) e tempo de sonicacion (min)). As demais variables
toman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume
de disolucién extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75 mL/min e

Temperatura de extraccion= 45 °C.

Unha vez optimizadas todas as variables, os valores éptimos para cada
unha delas, despois de realizar os experimentos féra do marco do deseno,

recollense na Tadboa 132.
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Tdboa 132. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do chumbo nas mostras de froitos secos.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccién do chumbo en
mostras de Legumes

No caso das mostras de legumes, igual que nos moluscos e peixes, vexetais e

carnes, as variables estatisticamente significativas e o signo dos efectos

estimados de tédalas variables son 0s mesmos.

Tendo en conta o experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Tdboa
123), onde o %Eficacia na extraccion € cuantitativo (101,3 %) poden fixarse os
valores das variables caudal de extraccion e temperatura de extraccion en 3,5
mL/min e 20 °C (temperatura ambiente). Estes valores optimos simplifican a
andlise, 6 evitar a compactaciéon da mostra na minicolumna e o quecemento
previo da auga do ultrasons.

A concentracion de dacido clorhidrico € a variable que menos influe no
proceso de extraccibn do chumbo nas mostras de legumes (efecto
estimado=-4,2). De feito, pode eliminarse este componente da disolucién
extractante, obténdose ainda asi valores do %Eficacia na extraccién
cuanftitativos, tal e como indican os experimentos 1 e 4 da maftriz de Plackett-

Burman (Tadboa 123).
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Con respecto & variable volume de disolucién extractante, o que interesa é
reducir & mdéximo o valor da mesma, posto que o volume de extracto dcido
deberd ser preconcentrado posteriormente a un caudal mdximo de 3 mL/min.
Posto que empregando un volume de disolucidn extractante de 2 mL (limite
inferior do intervalo proposto para o deseno) se obtenen extracciéns
cuantitativas (experimentos 1 e 6 da matriz de Plackett-Burman), o valor
optimo desta variable fixase en 2 mL.

As variables estatisticamente significativas son o tempo de sonicacion
(efecto estimado=43,1) e a concentracion de dcido nitrico (efecto
estimado=36,5). Tal e como indican os valores dos efectos estimados, a
influencia de ditas variables no proceso de extraccidon é positiva; € dicir, a
eficacia na extraccidbn aumenta a medida que aumentan os valores das
variables, dentro do intervalo estudiado. Non obstante, estudiouse a
posibilidade de reducir o valor destas variables con respecto &s valores
Optimos proporcionados polo deseno (Tadboa 124). Os experimentos realizados
para tal fin e os resultados dos mesmos mdstranse na Taboa 133. Como pode
observarse, requirense 3,5 minutos de sonicaciéon e unha concentracion de
dcido nitrico 1 M para que a extraccién do chumbo nas mostras de legumes
sexa cuantitativa. A reduccién do valor destas variables con respecto 6 valor
optimo das mesmas proporcionado polo deseno permite aumentar a

frecuencia de mostraxe e realizar a extraccién con dcido mais diluido.
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Tdboa 133. Experimentos realizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) L(€) extraccion (%)
3 0 3 2 3.5 20 66,9
3 0 3.5 2 3.5 20 97.1
1 0 3.5 2 3.5 20 104,2
0,5 0 3.5 2 3.5 20 73,0

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Os valores 6ptimos para cada variable implicada na extraccion do

chumbo nas mostras de legumes son os indicados na Taboa 134.

Taboa 134. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do chumbo nas mostras de legumes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 3,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do chumbo en
mostras de Cereais e derivados
A optimizacién féra do marco do deseno comézase, ¢ igual que nos casos
anteriores, polas variables estatisticamente non significativas.
Co obxectivo de evitar a compactaciéon da mostra e a xeneracién de

presion no sistema FIA, o caudal de extracciéon fixase en 3,5 mL/min. A
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realizacion da extraccion a temperatura ambiente (20 °C) evita a necesidade
de quentar a auga do ultraséns antes da extraccion, de maneira que a
temperatura de extraccién se fixa en 20 °C. O experimento 1 da matriz de
Plackett-Burman (Tdboa 123) corrobora que no referente a estas duias
variables, ditos valores conducen a un %Eficacia na extraccién cuantitativo
(98,3 %).

Segun os experimentos 1 e 6 da mesma maitriz, se se elixe un volume de
disoluciéon exiractante de 2 mlL, a extraccién do chumbo das mostras de
cereqis e derivados & cuantitativa. Tendo en conta que o extracto dcido se
preconcentrard posteriormente a un caudal méximo de 3 mL/min, convén que
o valor da variable volume de disolucidén extractante sexa o mdis pequeno
posible. Asi pois, o volume de 2 mL é o elexido como 6ptimo para esta
variable.

A concentracion de dcido clorhidrico é a variable con menor influencia no
proceso de extraccion. Se se tenen en conta os experimentos 1 e 4 da matriz
do deseno (Tdboa 123), onde se obtenen %Eficacia na extraccion
cuantitativos cando esta variable toma o valor inferior do intervalo estudiado,
pode concluirse que € posible eliminar este componente da disolucion
extractante.

Para lograr unha maior rapidez nas andlises e realizar a extraccion nas
condiciéns dcidas menos drdsticas posibles, estudiouse a posibilidade de
reducir o valor oOptimo proporcionado polo deseno das variables
estatisticamente significativas (Taboa 124). O resultado deste estudio mdstrase

na Tdboa 135.
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Tdboa 135. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 4 2 35 20 100,3
3 0 2 3.5 20 79,9
3 0 3.5 2 3.5 20 101,5
1,5 0 35 2 35 20 66,5

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Tal e como se mostra na tdboa, é posible reducir o tempo de sonicacion
dende 5 a 3,5 minutos, mentras que unha concentracién de dcido nitrico
inferior a 3 M non permite extraer cuantitativamente o chumbo das mostras

de cereaqis e derivados.

Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resulfados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada
na extraccion do chumbo nas mostras de cereais e derivados son os indicados

na Taboa 136.

Tdboa 136. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do chumbo nas mostras de cereais e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] OM
Tempo de sonicacion 3,5 min
Volume de disolucion exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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» Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do chumbo en
mostras de Queixos e derivados

Neste caso, as variables estatisticamente significativas tamén son a
concentracion de dacido nitrico e o tempo de sonicacidén, mentras que as
variables estatisticamente non significativas tefen efectos estimados moi
baixos. Dentro destas Ultimas, tenen efecto estimado negativo o caudal de
exfraccion (efecto estimado=-3,1) e o volume de disolucién extractante
(efecto estimado=-3,2), e efecto estimado positivo a temperatura de
extraccion (efecto estimado=2,2) e a concentracion de dcido clorhidrico
(efecto estimado=2,0).

Seguindo o mesmo razoamento que nos outros tipos de mostras e tendo en
conta os experimentos 1, 4 e 6 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 123), os
valores 6ptimos das variables non significativas fixanse en 3,5 mL/min para o
caudal de extraccion, 2 mL para o volume de disolucién extractante, 20 °C
para a temperatura de extraccion e 0 M para a concentracion de acido
clorhidrico.

Con respecto as variables que influen estatisticamente na extraccion do
chumbo nas mostras de queixos e derivados, realizdronse unha serie de
experimentos co obxectivo de diminuir o tempo de sonicaciéon e a
concentraciéon de dcido nitrico. O resultado destes experimentos recéllese na

Tadboa 137.
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Tdboa 137. Experimentos realizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 35 20 96,7
3 0 0.5 2 3.5 20 82,4
2 0 1 2 3.5 20 77,8

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Obsevando o grdfico de superficie de resposta para as variables
estatisticamente significativas proporcionado polo deseno para as mostras de
queixos e derivados (Figura 36), poden corroborarse os resultados obtidos.

Os valores optimos para cada variable implicada na extraccidon do

chumbo nas mostras de queixos e derivados son os indicados na Tédboa 138.

Taboa 138. Valores éptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do chumbo nas mostras de queixos e derivados

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de exiraccion 20 °C
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Figura 36. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccidon do Pb das mostras de
queixos e derivados ([HNOs] (M) e tempo de sonicacidon (min)). As demais
variables foman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5
M; Volume de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75

mL/min e Temperatura de extraccién= 45 °C.

A Taboa 139 recolle un resume dos valores éptimos para tdédalas variables
implicadas no proceso de extraccion do chumbo nos diferentes tipos de
mostras de alimentos.

Tendo en conta estes valores, pode concluirse que no proceso de
extraccién do chumbo dos diferentes tipos de mostras de alimentos se pode
eliminar o dcido clorhidrico da disolucién extractante, mentras que se precisa
unha concentracion de dcido nitrico 3 M para que a exfraccidon sexa
cuantitativa en tédolos casos excepto para as legumes, onde é suficiente
unha concentraciéon de dito dcido 1 M.

As variables volume de disolucién extractante, caudal de extracciéon e
temperatura de extraccién toman o mesmo valor éptimo en cada unha das

matrices solidas.
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Con respecto 6 tempo de extraccidon, obsérvase que as matrices que
requiren un maior tempo de sonicacién para que a extraccidn sexa
cuantitativa son as legumes e os cereais e derivados (3,5 minutos). As mostras
de moluscos e peixes requiren de 3 minutos de sonicacidn, as carnes, de 2,5
minutos e os vexetais, de tan sé 1,5 minutos. As mostras de froitos secos e
gueixos e derivados precisan Unicamente de 1 minuto de extraccion para que

o proceso tena lugar de forma cuantitativa.

Taboa 139. Valores optimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de extraccion do chumbo das diferentes mostras de alimentos.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS NA EXTRACCION
DO CHUMBO DAS DIFERENTES MOSTRAS DE ALIMENTOS

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais  Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 1 3 3
H (M) 0 0 0 0 0 0 0
I (min) 3 1,5 2,5 1 3,5 3,5 1
J (mlL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 20 20 20 20 20 20 20

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

3.2.3 Estudio da cantidade de mostra

Na optimizacion das distintas variables que afectan ¢ proceso de extraccion
continua do chumbo empregouse unha cantidade de mostra de 60 mg por
minicolumna (unha minicolumna para os moluscos e peixes (Figura 12) e duas
minicolumnas conectadas en serie para o resto de mosiras de alimentos
(Figura 13)). Non obstante, estudiouse a posibilidade de empregar cantidades
maiores, co obxectivo de poder utilizar estes sistemas continuos para mostras

que tenan unha concentracidbn menor de chumbo e mellorar asi a
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sensibilidade do método analitico. Estudiouse a posibilidade de aumentar a
cantidade de mostra ata un mdéximo de 100 mg por minicolumna, xa que
utilizar cantidades maiores provoca grandes presidns no sistema FIA que fan
inviable a andlise. O aumento da cantidade de mostra mantendo os valores
6ptimos das variables implicadas no proceso de extraccion do chumbo sé foi
posible nas mostras de moluscos e peixes e queixos e derivados, obténdose
eficacias na extraccion cuantitativas para un mdximo de 80 mg de mostra por

minicolumna.

3.2.4 Estudio da influencia do tamaiio de particula da mostra

Ata o momento, tédolos estudios levados a cabo se realizaron con mostras de
didmetro de particula inferior a 30 um. Posto que resulta de interés conecer se
o tamano de particula da mostra influe no proceso de extraccidon, tomdronse
fraccions de mostras representativas de cada matriz alimenticia dos seguintes
tamanos: inferior a 30 um e intermedios entre 30 e 100 um.

Para cada fraccion de cada mostra, realizouse a andlise seguindo o
método de referencia descrito anteriormente (pdxina 86) e mediante as
diferentes metodoloxias propostas. Os resultados obtidos recdllense na Tdboa
140.

Pode concluirse, polo tanto, que o tamano de particula da mostra non
influe na extraccion do chumbo das diferentes mostras de alimentos, dentro

do intervalo estudiado.
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Tdboa 140. Estudio da influencia do tamano de particula da mostra utilizando o
método de referencia e as metodoloxias continuas propostas. Indicase tamén a

eficacia na extraccidn do sistema FIA.

Tipo de Mostra Tamano de [Pb]a [Pb]s % Eficacia na
mostra analizada particula (Mg/9) (Hg/9) extraccion
Moluscos <30 um 0,98 £ 0,03 1,01+£0,03 103,1
. Mexillén
€ peixes 30-100 um 0,94 + 0,04 0,95+0,03 101,1
<30 um 0,26 +£0,01 0,26 £ 0,01 100,0
Vexetais Grelos
30-100 um 0,26 £ 0,01 0,26 £ 0,01 100,0
Riles de <30 um 0224001  0,22+0,01 100,0
Carnes )
carneiro 30-100 um 0,22 +0,01 0,23+0,01 104,5
Froitos <30 um 0,26 £ 0,01 0,26 £ 0,01 100,0
Castanas
seécos 30-100 um 0,26 £ 0,01 0,27 £0,01 103,8
<30 um 0,32+0,01 0,33+0,01 103,1
Legumes Garbanzos
30-100 um 0,32+0,01 0,33+0,01 103,1
Cereais e <30 um 0214001  0,22+0,01 104,8
. Pan relado
derivados 30-100pum  0,21+001 0,21 +0,02 100,0
Queixos e logurt <30 um 0,51 £0,01 0,53 +0,02 103,9
derivados  nafural  30.100pm 0,49 +001 0,50 +0,01 102,0

A [Pb] obtida mediante o método de referencia

B [Pb] obtida mediante os métodos continuos propostos
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3.3 Extraccion do cobalto
A optimizacién deste proceso de extraccién levouse a cabo empregando o
dispositivo FIA indicado na Figura 12.

Para a optimizacion, empregouse o deseno factorial de Plackett-Burman
2A6*3/16 de resolucion tipo Il con 6 graos de liberdade e un punto central. As
variables que afectan 6 proceso de extraccidon dcida do cobalto, asi como os
valores mdximos e minimos fixados para as mesmas, dacordo con
experimentos realizados previamente, recdllense na Tdboa 102.

Unha vez obfida a matriz do deseno (Tdboa 101) realizdronse os 13
experimentos indicados na mesma, utilizando o dispositivo FIA indicado na
Figura 12. Para readlizar os experimentos sobre as diferentes matrices,
empregdronse mostras cuxa concentracion se determinou previamente por
triplicado, facendo uso do método de referencia descrito anteriormente
(pdxina 86) (Taboa 141). A cantidade de mostra empregada para levar a
cabo a optimizacion do proceso de extraccion foi de 60 mg por minicolumna.

A matriz do deseno de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha
das variables en cada experimento e o %Eficacia na extraccion obtido en
cada caso moéstrase na Taboa 142. Os experimentos da matriz realizédronse por
duplicado, de xeito que o %Eficacia na extraccion indicado € a media de

ambos resultados.
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Taboa 141. Mostras empregadas na optimizacion do proceso continuo de

extraccién dcida e concentracion de cobalto presente nas mesmas.

Mostra coa que se
Tipo de matriz ) [Co] (Mg/9)
realizou a optimizacion

Moluscos e peixes Mexillon 0,93 +0,01
Vexetais Acelga 0,80+ 0,01

Carnes Polo 0,88 £0,02

Froitos secos Cacahuetes 0,77 £ 0,01
Legumes Lentellas 0,75+ 0,01

Cereais e derivados Arroz 0.86 + 0,02
Queixos e derivados lacteos Quesitos 0,87 £0,01

Unha vez readlizados os experimentos procedeuse & andlise dos datos
proporcionados polo deseno. Para iso € preciso conecer que variables son
estatisticamente significativas e como afectan ¢ proceso de extraccion acida
do cobalto, para o cal se recurre &s Cartas Pareto estandarizadas para cada

tipo de mostra (Figura 37).
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Co en Moluscos e Peixes

T T T T T . .  Efectoestimado

! | 51.5 = ;:::::sﬁmodo
L | 25,5 negativo
L [ ] ss
H [] a7
O 1 2 3 e 5 )

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Co en Vexetais

T T . . ; 1 Efectoestimado

1 i positivo
| 42,7 mm Efecto estimado
[ € | 27.0 megative
v s
Y
H D 2.1
0 1 2 3 4 5

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Co en Cdrnes

1 Efecto estimado

< i 33I'5 : | positive
= Efecto estimade
| | 20,7 | negatio
H [ Jes
K B 5.0
v |y
O 1 2 3 4 5 &

Efecto Estandarizado

Figura 37. Carta Pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial; a lina vertical indica o limite de significaciéon estatistica para
os efectos. G, [HNO3]; H, [HCI]; |, Tempo de sonicacidn; J, Volume de disolucién

extractante; K, Caudal de extraccion; L, Temperatura de extraccion.
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Cara Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Co en Froitos Secos

—r¥—r———+—+—+—7——————1— [ Efectoestimado

G positivo
36,6 mm Efectosstimado
| 257 negative
H 4,0
|
L 3.4
0 1 2 3 4 3

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccion de Co en legumes

T T T T . — 3 Efectoestimado

G 50,7 - E[:::I:anmado
I - re gativo
L 6.2
S EX
J -4,4
H D 1.6
0 2 4 & 8 10

Efecto Estandarizado

Figura 37 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina verfical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; I, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccién de Co en Cetedis e Derivados

g Efectoestimado

G T T T T T T T pCGItNO
| 44,2 mm Efecto sstimado
| 29'5 negativa
« | [ s
S N N Y %
X
H [l 1 1 1 1 1 1
0 ] 2 3 4 5 &

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccion de Co en Queixos e Derivados

¢ T T amme | | E e
, 168 =
H 47
-l EX
J B
Ry

0 5 5 4 s 6

Efecto Estandarizado

Figura 37 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina vertical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; |, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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3.3.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos tras aplicar o deseno factorial de Plackett-Burman &
extraccién do cobalto nos distintos tipos de mostras de alimentos, obsérvase
que as variables estatisticamente significativas son as mesmas en toédolos
Ccasos: a concentracion de acido nitrico e o tempo de sonicacion.

A Figura 38 recolle os grdaficos de superficie de resposta para estas diuas
variables en cada caso, onde se pode observar como varia o %Eficacia na
extraccién do cobalto en funcidén dos valores que toman ditas variables e
mantendo as variables restantes no valor intermedio do intervalo de estudio
proposto para o deseno.

As demais variables non superan o nivel de significacién establecido polo
método para un 95 % de confianza, que se representa nas Cartas Pareto
estandarizadas por unha lina vertical. Dentro destas variables non significativas,
obsérvase que o volume de disolucion extractante e o caudal de extraccion
afectan negativamente 6 proceso de exfraccion en tédolos casos, mentras
que a temperatura de extraccion afecta positivamente. A variable
concentracién de dcido clorhidrico presenta un efecto estimado negativo no
caso das mostras de cereais e derivados mentras que nos restantes tipos de

mostras este efecto estimado é positivo.
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Figura 38. Superficies de resposta proporcionadas polo deseno de Plackett-
Burman para as variables estatisticamente significativas en cada caso (as
demais variables foman o valor medio do intervalo de estudio establecido

polo deseno).
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Unha vez analizados os resultados obtidos ¢ aplicar o deseno de Plackett-
Burman, os valores 6ptimos das variables establecidos polo mesmo son os que

se indican na Taboa 143.

Taboa 143. Valores optimos segun o deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de extraccidon do cobalto das

diferentes mostras solidas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES DACORDO CO DESENO DE
PLACKETT-BURMAN

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 3 3 3
H (M) 3 3 3 3 3 0 3
I (min) 5 5 5 5 5 5 5
J (mL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3,5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 70 70 70 70 70 70 70

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Tendo en conta que o deseno de Plackett-Burman non proporciona os
valores optimos das variables, senon a tendencia das mesmas cara o éptimo,
realizdronse unha serie de experimentos féora do marco do deseno para
determinar os valores Optimos de cada unha das variables que afectan 6

proceso de extraccion do cobalto nos distintos tipos de mostras.
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3.3.2 Experimentos fora do marco do deseio

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da exiracciéon do cobalto en
mostras de Moluscos e Peixes

No estudio das Cartas Pareto estandarizadas (Figura 37) pode observarse que

na extraccidn do cobalto en mostras de moluscos e peixes as variables

estatisticamente significativas son o tempo de sonicacién e a concentracién

de dcido nitrico.

O caudal de exiraccion e volume de disolucion exiractante son as
variables non significativas con mais importancia no proceso de extraccion e
presentan efectos estimados negativos. Tendo en conta os experimentos 1 e 6
da matriz de Plackett-Burman (Tdboa 142), onde se obtenen %Eficacia na
extraccién cuantitativos, os valores 6ptimos destas variables fixanse en 3,5
mL/min e 2 mL.

Os valores 6ptimos establecidos para a concentraciéon de dcido clorhidrico
e temperatura de extracciéon son 0 M e 20 °C, respectivamente, posto que se
obtenen valores de %Eficacia na extraccidn cuantitativos cando estas
variables toman o valor minimo do intervalo establecido no deseno
(experimentos 1 e 4 para a concentracién de dcido clorhidrico e experimento
1 para a temperatura de extraccion). Polo tanto, a extracciéon do cobalto é
cuantitativa a temperatura ambiente e eliminando o dcido clorhidrico da
disolucion extractante.

Con respecto ds variables estatisticamente significativas, tempo de
sonicacion e concentracion de dacido nitrico, estudiouse a posibilidade de
reducir os valores 6ptimos das mesmas proporcionados polo deseno. Os
experimentos realizados con tal fin e o resultado dos mesmos recdllense na

Taboa 144,
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Taboa 144. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H(M)  I(min)  J(ml) (mL/min) LCC) extraccion (%)
3 0 2 2 3,5 20 102,7
3 0 1,5 2 3,5 20 86,4
) 0 2 2 3,5 20 92,6

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Tal e como se observa na tdboa, o tempo de sonicacién pode reducirse
dende 5 ata 2 minutos, mentras que a concentracion de acido nitrico se debe
manter en 3 M para que a extraccién sexa cuantitativa.

Os resultados obtidos poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o
grdfico de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo
de sonicacidn obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as
mostras de moluscos e peixes, que se mostra na figura 39.

Os valores optimos para cada variable implicada na extraccién do cobalto

nas mostras de moluscos e peixes recollense na Taboa 145.

Taboa 145. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cobalto nas mostras de moluscos e peixes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] 0OM
Tempo de sonicacién 2 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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Figura 39. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccion do Co das mostras de
moluscos e peixes ([HNOs] (M) e tempo de sonicacidon (min)). As demais
variables toman o valor medio do intervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5
M; Volume de disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75

mL/min e Temperatura de extraccién= 45 °C.

= Experimentos realizados para a optimizaciéon da exiracciéon do cobalto en
mostras de Vexetais

A extraccidn do cobalto nas mostras de vexetais estd afectada

significativamente polas variables tempo de sonicaciéon e concentracion de

dcido nitrico. As restantes variables tenen unha influencia no proceso baixa, tal

e como indican os valores absolutos dos seus efectos estimados (Figura 37).

Os valores optimos das variables temperatura de extraccion, caudal de
extraccion e volume de disolucion extractante fixanse en 20 °C, 3,5 mL/min e 2
mL, respectivamente, posto que nos experimentos 1 (para a temperatura e
caudal de extracciéon) e 1 e 6 (para o volume de disolucion extractante), onde
ditas variables toman estes valores, se obtenen %Eficacia na extracciéon

cuantitativos.
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Con respecto & concentracion de dacido clorhidrico e tendo en conta os
experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 142), pode concluirse
que se pode eliminar dito componente da disolucion extractante e ainda asi
obter extraccions cuantitativas.

No referente d&s variables estatisticamente significativas, estudiouse a
posibilidade de reducir os valores das mesmas, para aumentar asi a frecuencia
de mostraxe e poder readlizar a extraccidn nas condicidns menos drdsticas

posibles. A Taboa 146 mostra os resultados deste estudio.

Taboa 144. Experimentos readlizados para a optimizacion do tempo de

sonicaciéon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 3.5 20 87.9
3 0 1,5 2 3,5 20 96,9
1,5 0 1,5 2 3,5 20 103,5
1,0 0 1,5 2 3,5 20 102,9
0,5 0 1,5 2 3,5 20 86.4

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Os valores 6ptimos para cada variable implicada na extraccidén do cobalto

das mostras de vexetais recollense na Tadboa 147.
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Taboa 147. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cobalto nas mostras de vexetais.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiracciéon do cobalto en
mostras de Carnes
En primeiro lugar optimizéronse as variables non significativas.

A concentracion de acido clorhidrico presenta un efecto estimado positivo
(efecto estimado=6,5), de maneira que canto maior sexa o valor desta
variable (dentro do intervalo estudiado) mdis favorecido se verd o proceso de
extraccion. Non obstante, tendo en conta os resultados obtidos nos
experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Burman (Tadboa 142), onde a
extraccion é cuantitativa a pesar de que este dcido non forma parte da
disoluciéon extractante, o valor éptimo desta variable fixase en 0 M.

Os valores 6ptimos da temperatura de extraccion (efecto estimado=46,4),
caudal de extracciéon (efecto estimado=-50) e volume de disolucion
extractante (efecto estimado=-3,7) fixanse en 20 °C, 3,5 mL/min e 2 mL, posto
que os experimentos 1 (para o caudal e temperatura de extraccion) e 1 e 6
(para o volume de disolucion extractante) da matriz de Plackett-Burman
(TGboa 142) proporcionan %Eficacia na exfraccidon cuantitativas. Desta
maneira simplificase en gran medida a andlise, posto que se pode realizar a

temperatura ambiente e ¢ caudal minimo estudidado, reducindose asi a
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compactacién da mostra na minicolumna e a presion xenerada no sistema
FIA. O emprego do menor volume de disolucion extractante permite aumentar
a frecuencia de mostraxe, ¢ requerirse menos tempo para levar a cabo a
preconcentracion, posto que o volume de extracto se vai preconcentrar
posteriormente a un caudal mdaximo de 2 mL/min.

Con respecto &s variables estatisticamente significativas, concentracion de
dcido nitrico (efecto estimado=33,5) e tempo de sonicacion (efecto
estimado=30,7), realizdronse uns experimentos co obxectivo de reducir os
valores das mesmas proporcionados polo deseno. Os resultados destes

experimentos indicanse na Tadboa 148.

Taboa 148. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 3,5 20 102,4
3 0 1.5 2 3.5 20 86,6
2 0 2 2 3.5 20 91,6

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Os valores 6ptimos das variables implicadas na extracciéon do cobalto en
mostras de carnes, unha vez realizados os experimentos féra do marco do

deseno, recodllense na Taboa 149.
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Taboa 149. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cobalto nas mostras de carnes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiracciéon do cobalto en
mostras de Froitos secos

Novamente, as variables estatisticamente significativas son a concentracion

de dcido nitrico e o tempo de sonicacion.

O estudio féra do marco do deseno comézase polas variables non
significativas.

O volume de disolucion extractante ten un efecto estimado negativo
(efecto estimado=-3,7). Tendo en conta os experimentos 1 e 6 da matriz de
Plackett-Burman (Tdboa 142), e co obxectivo de reducir o tempo de
preconcentracion (xa que o volume de extracto se vai preconcentrar
posteriormente a un caudal de 2 mL/min), o valor éptimo desta variable fixase
en 2 mL.

A variable concentracion de dacido clorhidrico ten un efecto estimado
positivo (efecto estimado=4,0), de maneira que a maior valor desta variable,
mdis favorecido se verd o proceso de extraccion. Non obstante, pode
eliminarse este componente da disolucidon extractante, obténdose ainda asi
%Eficacia na extraccidon cuantitativos (experimentos 1 e 4 da matriz de

Plackett-Burman). Polo tanto, o valor éptimo para esta variable fixase en 0 M.
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A temperatura de extraccion e o caudal de extraccion fixanse en 20 °C e
3.5 mL/min, respectivamente, posto que no experimento 1 da matriz de
Plackett-Burman (Tdboa 142), onde estas variables toman o valor inferior do
intervalo proposto para o deseno, se obtén un %Eficacia na extraccién
cuantitativo (101,3 %).

Con respecto & concentracion de dcido nitrico e tempo de sonicacién,
(variables estatisticamente significativas), estudiouse a posibilidade de reducir
os valores das mesmas proporcionados polo deseno, co obxectivo de realizar
a extraccion co dcido o mdis diluido posible e aumentar a frecuencia de

mostraxe. Os resultados deste estudio recodllense na Taboa 150.

Tdboa 150. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 3.5 20 85,6
3 0 1.5 2 3.5 20 101,3
1,5 0 1.5 2 3.5 20 102,0
1 0 1.5 2 3,5 20 103,0
0,5 0 1,5 2 3.5 20 86,3

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada

na extraccion do cobalto nas mostras de froitos secos recdllense na Tadboa 151.
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Tdboa 151. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cobalto nas mostras de froitos secos.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiracciéon do cobalto en
mostras de Legumes

O estudio féra do marco do deseno comezouse por aquelas variables con

menor importancia no proceso de extraccion.

A concentracion de dcido clorhidrico é a variable con menor influencia na
exfraccion (efecto estimado=1,6). A pesar de que o seu efecto estimado €
positivo, tendo en conta os experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Burman
(Tdboa 142), onde se obtenen %Eficacia na extraccion cuantitativos fomando
esta variable o valor de 0 M, elixese dito valor como 6ptimo; € dicir, eliminase o
dcido clorhidrico da disolucién extractante.

As variables temperatura de extraccion e caudal de extraccién fixanse en
20 °C e 3,5 mL/min, posto que o experimento realizado con ditos valores
(experimento 1 da matriz de Plackett-Burman) proporciona un %Eficacia na
extraccién cuantitativo.

A variable volume de disolucidon extractante ten un efecto estimado
negativo (efecto estimado=-4,4). Co obxectivo de diminuir o tempo de

preconcentracién, e polo tanto, o tempo da andlise, e tendo en conta os
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experimentos 1 e 6 da matriz de Plackett-Burman, seleccidonase o volume de 2
mL como o valor éptimo para esta variable.

Con respecto ds variables estatisticamente significativas, a concentracion
de acido nitrico e o tempo de sonicacién, realizGronse uns experimentos féra
do marco do deseno co obxectivo de reducir os valores das mesmas
proporcionados polo deseno. Os resultados destes experimentos recdllense na

Taboa 152.

Tdboa 152. Experimentos redlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 3.5 20 92,9
3 0 1.5 2 3.5 20 102,7
2 0 1.5 2 3.5 20 81,9

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Tal e como se observa na taboa, un tempo de sonicacidn de 1,5 minutos é
sufuciente para lograr unha extraccidn cuantitativa. Non obstante, a
concentraciéon de dcido nitrico requerida é de 3 M.

Estes resultados poden corroborarse ¢ analizar con profundidade o grdfico
de superficie para as variables concentracion de dcido nitrico e tempo de
sonicacion obtido previomente polo deseno de Plackett-Burman para as

mostras de legumes, que se mostra na figura 40.
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Os valores 6ptimos para cada variable implicada na extracciéon do cobalto

nas mostras de legumes recodllense na Taboa 153.

-
-

% Eficacia na extraccioén

Sonicacién {min)

[HNO;] (M)

Figura 40. Superficie de resposta obtida polo deseno de Plackett-Burman para
as variables significativas do proceso de extraccion do Co das mostras de
legumes ([HNOs] (M) e tempo de sonicacién (min)). As demais variables toman
o valor medio do infervalo de estudio establecido: [HCI]= 1,5 M; Volume de
disolucion extractante= 3,5 mL; Caudal de extraccion= 4,75 mL/min e

Temperatura de extraccion= 45 °C.

Taboa 153. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cobalto nas mostras de legumes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucién exiractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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» Experimentos realizados para a optimizacion da exitraccion do cobalto en
mostras de Cereais e derivados

Neste caso, as variables estatisticamente significativas tamén son a

concentraciéon de dcido nitrico (efecto estimado=44,2) e o tempo de

sonicacion (efecto estimado=29,5).

O caudal de extraccion (efecto estimado=-11,3) e a temperatura de
extraccion (efecto estimado=8,3) son as variables non significativas con maior
influencia no proceso de extraccion. Tendo en conta o experimento 1 da
matriz de Plackett-Burman (Tdboa 142), fixanse os valores Optimos destas
variables en 3,5 mL/min e 20 °C, respectivamente. Simplificase asi a andlise,
posto que se pode levar a cabo a temperatura ambiente e &6 empregar o
caudal minimo do intervalo proposto para o deseno, minimizase a
compactacion da mostra na minicolumna e a presidn xenerada no sistema
FIA.

O volume de disolucion extractante (efecto estimado=-7,2) fixase en 2 mL,
posto que dito volume proporciona %Eficacia na extraccidn cuantitativos
(experimentos 1 e 6 da matriz de Plackett-Burman) e permite reducir o tempo
de preconcentracién, que se realizard posteriormente a un caudal méximo de
2 mL/min.

A concentracion de dcido clorhidrico € a variable con menor efecto
estimado (efecto estimado=-0,9). Se se consideran os experimentos 1 e 4 da
matriz de Plackett-Burman, pode concuirse que € posible eliminar dito
componente da disolucién extractante e obter ainda asi extraccidns
cuantitativas. Polo tanto, o valor éptimo desta variable é 0 M.

As variables concentracion de dcido nitrico e tempo de sonicacion tenen

efectos estimados elevados e positivos, de maneira que 6 aumentar ditas
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variables dentro do intervalo proposto para o deseno, favorécese o proceso
de extracciéon. Non obstante, estudiouse a posibilidade de reducir os valores
destas variables proporcionados polo deseno. A Tdboa 154 recolle os
resulfados de ditos experimentos.

Como pode observarse na tdboa, é posible reducir o tempo de sonicacién
a 2 minutos, mentras que a concentracion de dcido nitrico se debe manter en

3 M para que a extracciéon sexa cuantitativa.

Taboa 154. Experimentos realizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacién e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H(M)  I(min)  J(ml) (mL/min) e extraccién (%)
3 0 5 5 3.5 20 101,4
3 0 15 5 3.5 20 90,6
5 0 5 9 35 20 77.5

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Os valores 6ptimos das variables involucradas na extracciéon do cobalto en

mostras de cereais e derivados indicanse na Taboa 155.

Tdboa 155. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cobalto nas mostras de cereais e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2 min
Volume de disolucion exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da exitraccion do cobalto en
mostras de Queixos e derivados

Na extraccion do cobalto en mostras de queixos e derivados as variables

estatisticamente significativas son a concentracion de dcido nitrico e o tempo

de sonicacion.

O caudal de extraccién, o volume de disolucion extractante e a
temperatura de extraccion son variables que non influen estatisticamente na
extraccién. Os seus valores fixanse en 3,5 mL/min, 2 mL e 20 °C, posto que ditos
valores simplifican o proceso de extraccidon e proporcionan resultados de
%Eficacia na extraccion cuantitativos (experimentos 1 e 6 da matriz de
Plackett-Burman, Tdboa 142).

A concentracion de dacido clorhidrico € a variable non significativa con
maior efecto estimado (efecto estimado=4,2). A pesar de que a sua influencia
no proceso de extraccidon é positiva, pode eliminarse dito componente da
disolucion extractante e lograr ainda asi extracciéns cuantitativas. Polo tanto,
o valor 6ptimo para esta variable é 0 M.

Con respecto & concentraciéon de dcido nitrico e tempo de sonicacion,
levéronse a cabo unha serie de experimentos co obxectivo de reducir os
valores destas variables proporcionados polo deseno. Tal e como se recolle na
Taboa 156, € posible reducir o tfempo de sonicacion dende 5 a 1 minuto e a

concentracion de dcido nitrico dende 3 a 1 M.
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Taboa 154. Experimentos realizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 35 20 100, 1
3 0 0.5 2 3.5 20 90,3
1.5 0 1 2 3.5 20 102,6
1 0 2 2 35 20 96,7
0,5 0 1 2 3.5 20 84,5

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Os valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas na extraccién

do cobalto das mostras de queixos e derivados recdllense na Tdboa 157.

Taboa 157. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cobalto nas mostras de queixos e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucién exiractante 2 mL
Caudal de extraccion 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

A Taboa 158 recolle un resume dos valores 6ptimos para tédalas variables
implicadas no proceso de extraccidon do cobalto nos diferentes tipos de

mostras de alimentos.
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Taboa 158. Valores optimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de extraccion do cobalto das diferentes mostras de alimentos.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS NA EXTRACCION
DO COBALTO DAS DIFERENTES MOSTRAS DE ALIMENTOS

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 1 3 1 3 3 1
H (M) 0 0 0 0 0 0 0
I (min) 2 1,5 2 1.5 1,5 2 1
J (mL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3,5 3.5 3.5 3,5 3.5 3.5
L (°C) 20 20 20 20 20 20 20

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Nos valores optimos obtidos para cada unha das variables na extraccion
do cobalto nos distintos tipos de mostras, obsérvase que se pode eliminar o
dcido clorhidrico da disolucion extractante en tédolos casos. No referente &
concentracién de dacido nitrico, € necesaria unha concentracion de 3 M nos
moluscos e peixes, carnes, legumes e cereais e derivados, mentras que nos
vexetais, froitos secos e queixos e derivados é suficiente unha concentracion 1
M do mesmo dcido para que a extraccidn sexa cuantitativa.

No que respecta 6 tempo de sonicacion, obsérvase que as mostras que
requiren un maior tempo de extraccion son 0s moluscos e peixes, as carnes e
os cereaqis e derivados (2 minutos). A extraccién cuantitativa dos vexetais,
froitos secos e legumes require dun tempo de sonicacion de 1,5 minutos,
mentras que a extraccidon dos queixos e derivados € cuantitativa con tan s6 1
minuto de sonicacion.

As variables volume de disoluciéon extractante, caudal de extraccion e
temperatura de extraccién toman o mesmo valor éptimo en cada unha das

matrices sélidas (2 mL, 3,5 mL/min e 20 °C, respectivamente).
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3.3.3 Estudio da cantidade de mostra
Nas extraccions de cobalto realizadas ata o momento as cantidades de
mostra empregadas foron de 60 mg. Non obstante, estudiouse a posibilidade
de utilizar cantidades de mostra maiores, para poder mellorar as
caracteristicas analiticas do proceso e analizar mostras con concentracions de
cobalto menores. Asi, estudiouse a posibilidade de aumentar a cantidade de
mostra ata un mdximo de 100 mg, xa que utilizar cantidades maiores provoca
grandes presidns no sistema FIA que fan inviable a andlise.

O aumento da cantidade de mostra mantendo os valores éptimos das
variables implicadas no proceso de extraccidon do cobalto non foi posible en

ningun dos tipos de mostra estudiados.

3.3.4 Estudio da influencia do tamaiio de particula da mostra

Ata o momento, tédolos estudios levados a cabo se realizaron con mostras de
didmetro de particula inferior a 30 um. Posto que resulta de interés conecer se
o tamano de particula da mostra influe no proceso de extraccion, tomdronse
fraccidons de mostras representativas de cada matriz alimenticia dos seguintes
tamanos: inferior a 30 um e intermedios entre 30 e 100 um.

Para cada fraccidon de cada mostra, realizouse a andlise seguindo o
método de referencia descrito anteriormente (pdxina 86) e mediante as
diferentes metodoloxias propostas. Os resultados obtidos recdllense na Tdboa
159.

Pode concluirse, polo tanto, que o tamano de particula da mostra non
influe na extraccion do cobalto das diferentes mostras de alimentos, dentro do

intfervalo estudiado.
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Tdboa 159. Estudio da influencia do tamano de particula da mostra utilizando o
método de referencia e as metodoloxias continuas propostas. Indicase tamén a

eficacia na extraccidn do sistema FIA.

Tipo de Mostra Tamano de [Cola [Cols % Eficacia na
mostra analizada particula (Hg/9) (Mg/9) exiraccion
Moluscos e <30 um 0,93+0,01 0,92+0,02 98,9
. Mexillén
peixes 30-100 um 0,84 £ 0,01 0,85+ 0,01 101,2
<30 um 0,80 £ 0,01 0,81 +£0,02 101,3
Vexetais Acelga
30-100 um 0,80 £ 0,01 0,81 £0,01 101,3
<30 um 0,88 +£0,01 0,86 + 0,01 97,7
Carnes Polo
30-100 um 0,85+0,01 0,86 £ 0,01 101,2
Castanas
seécos 30-100 um 0,81 £0,02 0,80 £ 0,01 98,8
<30 um 0,75+0,01 0,77 £0,02 102,7
Legumes Lentellas
30-100 um 0,75+0,02 0,72 +0,01 96,0
Cereais e <30 um 0,86 + 0,01 0,86 £ 0,01 100,0
. Arroz
derivados 30-100um 0,83 +0,01 0,82 +0,01 98,8
Queixos e <30 um 0,87 £ 0,01 0,89 £ 0,01 102,3
. Quesitos
derivados 30-100um  0,81+0,02  0,84+0,0] 103,7

A [Co] obtida mediante o método de referencia

B [Co] obtida mediante os métodos continuos propostos

3.4 Extraccion do cromo

Para a optimizacién do proceso de extraccion do cromo tamén se empregou

o deseno factorial de Plackett-Burman 2A6*3/16 de resolucion fipo Il con 6

graos de liberdade e un punto central. As variables que afectan 6 proceso de

extraccion dcida do cromo, asi como os seus valores mAaximos € minimos, Nnon
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difren dos casos anteriores, posto que o obxectivo €& conecer o
comportamento das mesmas no mesmo intervalo de estudio (Tdboa 102).
Unha vez obtida a matriz do desefo (Tdboa 101) realizdronse os 13
experimentos indicados na mesma, utilizando o dispositivo FIA que se mostra
na Figura 12. Para realizar os experimentos sobre as diferentes matrices,
empregdronse mostras cuxa concentracion se determinou previamente por
triplicado, facendo uso do método de referencia descrito anteriormente
(pdxina 86) (Taboa 160). A cantidade de mostra empregada para levar a

cabo a optimizacién do proceso de extraccion foi de 60 mg por minicolumna.

Taboa 160. Mostras empregadas na optimizacion do proceso continuo de

extraccién dcida e concentracion de cromo presente nas mesmas.

Mostra coa que se

Tipo de matriz ) [Cr] (Mg/9)
realizou a optimizacion
Moluscos e peixes Mexillébn CRM 278Re 0,78 £ 0,06¢
Vexetais Té NCS DC 73351° 0,80 £ 0,02¢
Carnes Figado de coello 0,92 +0,02
Froitos secos Pistachos 0,76 £0,01
Legumes Lentellas 0,83+ 0,01
Cereais e derivados Pan relado 0.85+0,02
Queixos e derivados Queixo relado 0,86 £0,02

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b NCS: China National Analysis Center for Iron and Steel
¢ Concentracién certificada

A matriz do deseno de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha
das variables en cada experiemento e o %Eficacia na extraccion obtido en
cada caso moéstrase na Taboa 161. Os experimentos da matriz realizédronse por
duplicado, de xeito que o %Eficacia na extraccion indicado € a media de

ambos resulfados.
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Unha vez redlizados os experimentos, procédese & andlise dos datos
proporcionados polo deseno. Novamente comézase estudiando as Cartas
Pareto Estandarizadas (Figura 41), para conecer que variables son
estatisticamente significativas e como afectan & proceso de extracciéon

cromo.
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Carla Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extracciéon de Cr en Moluscos e Peixes
T T T T T T /1 Efecto estimado
! 34,] | rositive
e Efecto estimadao
G 32,3 | negative
K
J
L
H 'l 1 1
3 2 5
Efecto Estandarizado
Carla Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccidén de Cr en Vexetais
T T T T T T 3 Efecto estimado
G | 42,3 posithee
= Efecto estimadeo
1 | 24,3 negatiee
H
« |
L
s |
@] 2 4 & 8 10
Efecto Estandarizado
Carla Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extracciéon de Cr en Carnes
. . . . . . [ Efecto estimadao
e ‘ 358 ‘ positive
bl = Efecto estimadeo
1 | 35'3 | negatiee
@] 1 2 3 2 5
Efecto Estandarizado

Figura 41. Carta Pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial; a lina vertical indica o limite de significaciéon estatistica para
os efectos. G, [HNO3]; H, [HCI]; I, Tempo de sonicacién; J, Volume de disoluciéon
L, Temperatura de extraccion.

extractante; K, Caudal de extraccion;
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Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccién de Cr en Froitos Secos

1 Efecto estimado

o positivo

38,7 mm Efecto esfimado
I 1 6,7 ne gativo
H ?.7

- EX
 EX

0 z 4 6 8

Efecto Estandarizado

Cara Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccion de Cr en Legumes

= Efectoestimado

G ‘ 38,5 positivo
m Efecto estimado
| 33,3 negativo
o [Ln4
L 7.5
o | ] 34
0 2 4 & 8

Efecto Estandarizado

Figura 41 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina vertical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; |, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.

261



PARTE EXPERIMENTAL

Cara Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Cr en Cereais e Detivados

Efecto Estandarizado

42,8
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Figura 41 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais

estandarizados no deseno factorial;

a

lina vertical

indica o

limite de

significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; I, Tempo de

sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccioén; L,

Temperatura de extraccion.
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3.4.1 Andlise dos resultados obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos tras aplicar o deseno factorial de Plackett-Burman &
extraccién do cromo nos distintos tipos de mostras de alimentos, obsérvase
que as variables estatisticamente significativas son a concentracion de acido
nitrico e o tempo de sonicacion para tédalas mostras agds para os queixos e
derivados, onde so € significativa a variable concentracién de dcido nitrico.

As demais variables non son significativas e presentan efectos estimados
mdis baixos. O comportamento, no referente 6 signo dos efectos estimados
destas variables non significativas &€ similar para tédalas mostras. O caudal de
extraccion afecta negativamente 6 proceso de extraccién, mentras que a
temperatura de extraccion o fai de forma positiva. No caso da extraccion do
cromo en moluscos e peixes, a concentracion de dcido clorhidrico presenta
un efecto estimado negativo, mentras que no resto de matrices solidas dito
efecto é positivo. O volume de disolucion extractante afecta negativamente 6
proceso en tédolos casos agds nas mostras de queixos e derivados, onde a
sUa influencia é positiva.

A Figura 42 recolle os graficos de superficie de resposta para as variables
significativas en cada caso, onde se pode observar como varia o %Eficacia na
extraccion do cromo en funcidén dos valores que toman ditas variables e
mantendo as variables restantes no valor intfermedio do intervalo de estudio
proposto para o deseno. No caso da extraccidon do cromo en mostras de
queixos e derivados, o grdfico de superficie de resposta que se presenta € o
correspondente d&s variables concentracion de dcido nitrico e tempo de

sonicacion.
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Figura 42. Superficies de resposta proporcionadas polo deseno de Plackett-
Burman para as variables concentracién de dcido nitrico e tempo de
sonicaciéon, en cada caso (as demais variables toman o valor medio do

intervalo de estudio establecido polo deseno).
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Unha vez analizados os resultados obtidos ¢ aplicar o deseno de Plackett-
Burman, os valores 6ptimos das variables establecidos polo mesmo son os que

se indican na Taboa 162.

Taboa 162. Valores dptimos segun o deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de extraccidon do cromo das

diferentes mostras solidas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES DACORDO CO DESENO DE
PLACKETT-BURMAN

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais  Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 3 3 3
H (M) 0 3 3 3 3 3 3
I (min) 5 5 5 5 5 5 5
J (mL) 2 2 2 2 2 2 5
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 70 70 70 70 70 70 70

G, [HNOs3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Tendo en conta que o deseno de Plackett-Burman non proporciona o valor
6ptimo das variables, senon a tendencia das mesmas cara o valor éptimo,
realizGronse unha serie de experimentos féra do marco do deseno e dacordo
cos resultatos obtidos polo mesmo, para determinar o valor éptimo de cada
unha das variables que afectan & extracciéon do cromo nas diferentes mostras

de alimentos.
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3.4.2 Experimentos fora do marco do deseino

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiracciéon do cromo en
mostras de Moluscos e Peixes

A extraccidon do cromo nas mostras de moluscos e peixes estd afectada

significativamente por duas variables: o tempo de sonicacion e a

concentracién de dcido nitrico, tal e como se observou na correspondente

Carta Pareto (Figura 41).

En primeiro lugar, estudidronse as variables con menor importancia no
proceso de extraccion. Dentro destas variables atdpanse o caudal de
extraccion, o volume de disolucion extractante e a concentracién de dcido
clorhidrico, con efectos estimados negativos e a temperatura de extraccion,
con efecto estimado positivo. Cando estas variables foman o valor mais baixo
do intervalo de estudio establecido no desefo obténense %Eficacia na
extraccion cuantitativos (experimento 1 para o caudal e temperatura de
extraccién; experimentos 1 e 4 para a concentracidon de dcido clorhidrico e
experimentos 1 e 6 para o volume de disolucion extractante, Tdboa 161). Polo
tanto, os valores Optimos para estas variables son 3,5 mL/min, 2 mL, 0 M e 20 °C,
respectivamente, xa que minimizando estes valores obténense resultados
satisfactorios e melléranse as caracteristicas do proceso.

O tempo de sonicacion (efecto estimado=34,1) e a concentracion de
dcido nitrico (efecto estimado=32,3) son as variables que afectan
significativamente & proceso de extraccion. Co obxectivo de aumentar a
frecuencia de mostraxe e diminuir &6 mdximo a concentracién do dacido
componente da disolucidon extractante, realizdronse os experimentos que se

recollen na Tdboa 163. Como pode observarse, para exfraer
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cuantitativamente o metal son suficientes 2,5 minutos de sonicacidén. Non

obstante, a concentracion de dcido nitrico debe manterse en 3 M.

Taboa 163. Experimentos readlizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicaciéon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H(M)  I(min)  J(ml) (mL/min) L(C) extraccién (%)
3 0 3 5 3.5 20 98.0
3 0 5 ) 3.5 20 84,8
3 0 25 9 35 20 104,4
5 0 25 9 3,5 20 78,6

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Os valores optimos das variables implicadas na extraccién do cromo en
mostras de moluscos e peixes, unha vez realizados os experimentos féra do

marco do deseno, recodllense na Taboa 164.

Tdboa 164. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cromo nas mostras de moluscos e peixes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNOs] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2,5 min
Volume de disolucion exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do cromo en
mostras de Vexetais

O estudio féra do marco do deseno comézase por aguelas variables non
significativas. Dentro destas variables, a concentracion de acido clorhidrico e
a temperatura de extraccion tefien efectos estimados positivos. Tendo en
conta os experimentos 1 e 4 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 161), pode
concluirse que é posible eliminar o dcido clorhidrico da disolucién extractante,
posto que se obtenen %Eficacia na extraccidon cuantitativos. Isto mesmo
ocorre cando a extraccion se realiza a temperatura ambiente (experimento 1,
Taboa 161), de maneira que o valor éptimo para a temperatura de extracciéon
se fixa en 20 °C.

O caudal de extracciéon e o volume de disolucion extractante son variables
non significativas con efectos estimados negativos. Cando o volume de
disolucidon extractante toma o valor mdis baixo do intervalo de estudio
establecido no deseno obténense %Eficacia na extraccidon cuantitativos
(experimentos 1 e 6 da matriz de Plackett-Burman, Tdboa 161). Tendo en conta
qgue o volume de extracto se preconcentrard posteriormente a un caudal
maximo de 1,5 mL/min, resulta convinte seleccionar o volume de 2 mL como
valor éptimo para esta variable. Con respecto 6 caudal de extraccidn hai que
dicir que canto maior sexa o valor desta variable, maior serd a compactaciéon
da mostra denfro da minicolumna, e polo tanto, xenerarase unha maior
presion no sistema FIA. Posto que un caudal de 3,5 mL/min proporciona
extracciéons cuantitativas (experimento 1 da matriz de Plackett-Burman, Tédboa
161), elixese dito valor como valor éptimo para esta variable.

As variables significativas son, como no caso anterior, a concentracién de

7

dcido nitrico (efecto estimado=42,3) e o tempo de sonicacion (efecto
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estimado=24,3). Realizdronse unha serie de experimentos co obxectivo de
reducir os valores destas variables proporcionados polo deseno, para lograr asi
unha maior frecuencia de mostraxe e suavizar as condicidéns dcidas da

extraccion. A Taboalé5 recolle os resultados deste estudio.

Taboa 165. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacién e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 35 20 102,8
3 0 1 2 3.5 20 104,6
3 0 0,5 2 3.5 20 72,6
2 0 1 2 35 20 85,2

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Unha vez optimizadas todas as variables, segun os resulfados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada

na extraccion do cromo nas mostras de vexetais recdollense na Taboa 166.

Taboa 166. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cromo nas mostras de vexetais.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucién exiractante 2 mL
Caudal de extraccién 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do cromo en
mostras de Carnes

Novamente, as variables estatisticamente significativas son a concentracion

de dcido nitrico e o tempo de sonicacion.

O estudio féra do marco do deseno comezouse polas variables con menor
importancia no proceso de extraccion. O caudal de extraccién e o volume de
disolucion extractante son as variables non significativas con maior efecto
estimado (-10,1 e -8,5). A influencia das mesmas na extraccion é negativa, é
dicir, canto menor sexa o valor destas variables, dentro do intervalo estudiado,
mdais favorecido se verd o proceso de extraccién. Dende o punto de vista de
mellorar as caracteristicas de dito proceso, interesa minimizar os valores destas
variables, posto que se producird unha menor presidn no sistema FIA e se
aumentard a frecuencia de mostraxe. Tendo en conta o experimento 1 da
matriz de Plackett-Burman (Taboa 161), onde estas variables toman o valor
mdadis baixo do intervalo proposto para o deseno e se obtén un %Eficacia na
extraccién cuantitativo, os valores dptimos para estas duas variables fixanse en
3.5 mL/min e 2 mL.

A variable concentracion de dacido clorhidrico ten un efecto estimado
positivo (efecto estimado=7,2). Tendo en conta os experimentos 1 e 4 da matriz
de Plackett-Burman (Taboa 161), onde se obtenen %Eficacia na extraccion
cuantitativos cando esta variable toma o valor de 0 M, pode concluirse que é
posible eliminar este componente da disolucidn extractante.

A variable temperatura de extracciéon é a variable con menor importancia
dende o punto de vista estatistico e ten un efecto estimado positivo (efecto
estimado=7,0). No experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 161)

onde se readliza a extraccion a temperatura ambiente, obtense un %Eficacia
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na extraccion cuantitativo, de xeito que se elixe como temperatura éptima de
extraccién o valor de 20 °C.

Con respecto &s variables concentracion de dcido nitrico e tempo de
sonicaciéon, ambas variables significativas e con efectos estimados positivos e
similares (35,8 e 35,3, respectivamente) estudiouse féra do marco do deseno a
posibilidade de minimizar os seus valores. Na Taboa 167 recdllese o resultado

deste estudio.

Tdboa 167. Experimentos readlizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H(M)  I(min)  J(ml) (mL/min) e extraccién (%)
3 0 5 ” 3,5 20 100,8
3 0 15 5 3.5 20 81.1
5 0 5 5 3.5 20 92,4

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Como se observa na tdboa, é posible reducir o tempo de sonicacion a 2
minutos mentras que a concentracién de dacido nitrico se ten que manter no
valor mdis alto do intervalo proposto para o deseno, para que a extraccion
sexa cuantitativa.

Os valores Optimos das variables implicadas na extraccién do cromo en
mostras de carnes, unha vez readlizados os experimentos féra do marco do

deseno, recollense na Tadboa 168.
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Taboa 168. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cromo nas mostras de carnes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] OM
Tempo de sonicacién 2 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccién do cromo en
mostras de Froitos secos

A extraccion de cromo en mostras de froitos secos tamén estd afectada

significativamente pola concentracién de dcido nitrico e polo tempo de

sonicacion.

Con respecto ds variables non significativas concentracion de dcido
clorhidrico e temperatura de extraccién, observouse que eliminando o dcido
clorhidrico da disolucién extractante e realizando a extraccion a temperatura
ambiente o %Eficacia na extraccion resultou cuantitativo (experimentos 1 e 4
da matriz de Plackett-Burman, Tdboa 161). Debido a que os resultados son
satisfactorios e que & minimizar os valores destas variables se simplifica o
proceso de extraccidon, xa que se pode realizar a temperatura ambiente e sen
dcido clorhidrico, os valores destas variables fixanse en 0 M e 20 °C.

O caudal de extracciéon e o volume de disolucion extractante son as outras
variables non significativas. Os efectos estimados das mesmas son negativos (-
4,6 e -4,1, respectivamente). Dende o punto de vista de mellorar as
caracteristicas do proceso, interesa minimizar os valores destas variables, xa

que asi se produce unha menor presidn no sistema FIA e se incrementa a
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frecuencia de mostraxe. Tendo en conta o experimento 1 da mafriz de
Plackett-Burman (Taboa 161), onde se realiza a extraccion a un caudal de 3,5
mL/min, e os experimentos 1 e 6 da mesma matriz, onde se emprega un
volume de disolucion extractante de 2 mL, poden seleccionarse estes valores
como os valores Optimos de ditas variables, xa que o %Eficacia na extraccidén
obtido en cada caso é cuantitativo.

As variables estatisticamente significativas, concentracion de dcido nitrico
e tempo de sonicacién, tenen efectos estimados positivos (38,7 e 16,7). A pesar
disto, estudiouse a posibiidade de diminuir os valores destas variables
proporcionados polo deseno. Dos resultados obtidos e recollidos na Taboal69
pode concluirse que unha concentracion de acido nitrico 1 M e un tempo de
sonicaciéon de 1 minuto son suficientes para realizar a extracciéon de forma

cuantitativa.

Taboa 169. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicaciéon e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ! (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 1 2 3.5 20 102,9
3 0 0.5 2 3.5 20 90,1
1,5 0 1 2 3.5 20 103,2
1 0 1 2 3.5 20 100,3
0,5 0 1 2 3.5 20 87.5

G, [HNOg]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.
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Os valores 6ptimos das variables implicadas na extraccidon do cromo en
mostras de froitos secos, unha vez realizados os experimentos fora do marco

do deseno, recdllense na Tdboa 170.

Taboa 170. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccidn do cromo nas mostras de froitos secos.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 1 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

» Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccién do cromo en

mostras de Legumes
A extraccion de cromo en mostras de legumes estd afectada
significativamente pola concentracion de dcido nitrico e polo tempo de
sonicacioén, tal como se pode observar na Carta Pareto correspondente
(Figura 41).

Con respecto ds variables non significativas caudal de extracciéon e volume
de disolucion extractante, obsérvase nos experimentos da matriz do deseno 1
e 1 e 6, respectivamente (Taboa 161) que establecendo os valores destas
variables nos limites inferiores do intervalo estudiado (3,5 mL/min e 2 mL) se
obtenen %Eficacia na extraccidon cuantitativos. Polo tanto, estes serdn os
valores éptimos considerados para estas variables.

A temperatura de extraccién é outra das variables non significativas e ten

un efecto estimado positivo (efecto estimado=7,5). Tendo en conta o
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experimento 1 da matriz do deseno (Tadboa 161), onde se realiza a extraccién
a temperatura ambiente e se obtén un %Eficacia na extraccion cuantitativo, o
valor éptimo desta variables fixase en 20 °C. Deste xeito, simplificase a andlise,
Xa que se evita a necesidade de quentar previamente a auga do equipo de
ultraséns.

A concentracion de dacido clorhidrico € a variable con menor importancia
no proceso de extraccion. A pesar de que sUua influencia no proceso € positiva
(efecto estimado=3,4), é posible eliminar este componente da disolucién
exfractante, como pode observarse nos experimentos 1 e 4 da matriz de
Plackett-Burman (Taboa 161).

Con respecto &s variables estatisticamente significativas, concentracién de
acido nitrico e tempo de sonicacion, estudiouse a posibilidade de minimizar os
valores das mesmas. Como pode observarse na Tdboa 171, onde se recollen
os resultados dos experimentos fora do marco do deseno, € posible realizar a
extraccién do cromo das mostras de legumes de forma cuantitativa con tan
s6 2 minutos de sonicaciéon. O valor da concentracién de dcido nitrico non se

pode reducir.

Taboa 171. Experimentos realizados para a optimizacidén do tempo de

sonicacidon e concentracidon de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 35 20 99,2
3 0 1.5 2 3.5 20 62,6
1.5 0 2 2 3.5 20 75,5

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.
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Os valores 6ptimos das variables implicadas na extraccidon do cromo en
mostras de legumes, unha vez realizados os experimentos féora do marco do

desefo, recdllense na Tdboa 172.

Taboa 172. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccion do cromo nas mostras de legumes

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

» Experimentos realizados para a optimizacion da exiraccién do cromo en
mostras de Cereais e derivados

Na extraccion do cromo nas mostras de cereais e derivados obsérvase, 6 igual

que nos outros casos, que as variables estatisticamente significativas son o

tempo de sonicaciéon (efecto estimado=42,8) e a concentracion de dcido

nitrico (efecto estimado=31,9).

Dentro das variables non significativas, o caudal de extracciéon e a
temperatura de exiraccion son as que tehen os maiores efectos estimados,
negativo e positivo, respectivamente. No experimento 1 da matriz de Plackett-
Burman (Tdboa 161) obsérvase que cando estas variables foman o valor mdis
baixo do intervalo de estudio proposto para o deseno, 3,5 mL/min e 20 °C,
respectivamente, os %Eficacia na extraccién son cuantitativos. Estes valores
permiten mellorar as caracteristicas do proceso, posto que a extracciéon se

pode realizar a temperatura ambiente e a presion xenerada no sistema FIA é

276




PARTE EXPERIMENTAL

minima, de maneira que se elixen ditos valores como os valores éptimos para
estas variables.

O volume de disolucion extractante ten efecto estimado negativo (efecto
estimado=-9,7). Posto que o extracto dcido serd preconcentrado
posteriormente a un caudal mdéximo de 1,5 mL/min, interesa minimizar o valor
desta variable. Tendo en conta os experimentos 1 e 6 da matriz do deseno
(Tdboa 161), onde se obtenen %Eficacia na extraccion cuantitativos, cando
esta variable toma o valor inferior do intervalo de estudio proposto para o
deseno, seleccidénase como valor éptimo o volume de disolucidon extractante
de 2 mL.

A concentracion de dacido clorhidrico é a variable con menor influencia no
proceso de extraccidon e ten un efecto estimado positivo (efecto
estimado=2,8). A pesar disto e tfendo en conta os experimentos 1 e 4 da matriz
do deseno (Tdboa 161), pode eliminarse este componente da disolucion
extractante.

Con respecto d&s variables estatisticamente significativas, tempo de
sonicacion e concentracion de dacido nitrico, estudiouse a posibilidade de
reducir o valor das mesmas proposto polo deseno (5 minutos e 3 M,
respectivamente). A Taboa 173 recolle o resultado de dito estudio. Como
pode observarse, son necesarios 2,5 minutos de exiraccion e unha

concentracién de dcido nitrico 3 M para que a extraccion sexa cuantitativa.

Os valores Optimos das variables implicadas na extraccién do cromo en
mostras de cereais e derivados, unha vez realizados os experimentos féra do

marco do deseno, recdllense na Taboa 174.
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Taboa 173. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 3,5 20 102,6
3 0 2 2 3.5 20 59,3
3 0 2,5 2 3.5 20 102,0
1.5 0 2,5 2 3,5 20 70,0

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Taboa 174. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccidn do cromo nas mostras de cereais e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2,5 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

» Experimentos realizados para a optimizacion da exiracciéon do cromo en
mostras de Queixos e derivados

Neste caso a Unica variable estatisticamente significativa é a concentracion

de dcido nitrico, cun efecto estimado moi elevado (60,3).

Dentro das variables non significativas, a concentracion de dcido
clorhidrico e o tempo de sonicacion son as que tefien unha maior importancia
no proceso de extraccidon do cromo. No experimento 11 da matriz de Plackett-
Burman (Tdboa 161), onde ambas variables toman o menor valor do intervalo

de estudio proposto para o deseno, obtense un %Eficacia na extracciéon
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cuantitativo, de maneira que se poden fixar os valores éptimos destas variables
en 0 M e 0,5 minutos. Conséguese simplificar a andlise 6 eliminar un
componente da disolucion extractante e obter a maior frecuencia de
mostraxe, posto que a extraccion se realiza en tan s6 medio minuto.

O caudal de exiraccién é a Unica variable que influe negativamente no
proceso de extraccién. Tendo en conta que 6 caudal de extraccion de 3,5
mL/min se obtiveron %Eficacias na extraccion cuantitativos (experimentos 1, 2
e 4 da matriz do deseno), seleccidonase dito valor como éptimo para esta
variable.

As variables temperatura de extraccion e volume de disolucion extractante
son as variables que tenen menor importancia no proceso de extraccién do
cromo das mostras de queixos e derivados. Ambas tenen efectos estimados
positivos (0,7 e 0,6, respectivamente). Dende o punto de vista da simplificacion
da andlise, interesa traballar a temperatura ambiente, evitdndose asi a
necesidade de quentar a auga do ultraséns e de operar cun extracto dcido
guente. Dende o punto de vista da rapidez da andlise, interesa traballar co
menor volume de disolucién extractante, xa que asi se diminuird o tempo da
preconcentraciéon. Tendo en conta os experimentos 1, 2 e 5 da matriz do
deseno (para a temperatura de extraccion) e os experimentos 1, 6 e 11 da
mesma matriz (para o volume de disolucidn extractante) onde se obtiveron %
Eficacias na extraccidn cuantitativas, os valores Sptimos destas variables
poden fixarse en 20 °C e 2 mL.

Con respecto & concentracion de dcido nitrico, a Unica variable
estatisticamente significativa, estudiouse a posibilidade de reducir o valor da
mesma proporcionado polo deseno (3 M). A Tdboa 175 recolle o resultado

deste estudio. Como pode observarse, & suficiente unha concentracién de
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dacido nitrico 1 M para extraer cuantitativamente o cromo das mostras de

queixos e derivados.

Tdboa 175. Experimentos realizados para a optimizacion da concentracién de

dAcido nitrico.

. K . Eficacia na
&) H (M) ' (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
1,5 0 0.5 2 3.5 20 97,4
1 0 0.5 2 3.5 20 104,1
0.5 0 0.5 2 3.5 20 48,0

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Os valores o6ptimos das variables implicadas na extraccidon do cromo en
mostras de queixos e derivados, unha vez realizados os experimentos féra do

marco do deseno, recdllense na Tadboa 176.

Taboa 176. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do cromo nas mostras de queixos e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1M
[HCI] 0OM
Tempo de sonicacion 0,5 min
Volume de disolucién extractante 2 mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

A Tdboa 177 recolle un resume dos valores dptimos para tddalas variables
implicadas no proceso de extraccion do cromo nos diferentes tipos de mostras

de alimentos.
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Taboa 177. Valores optimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de extraccion do cromo das diferentes mostras de alimentos.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS NA EXTRACCION
DO CROMO DAS DIFERENTES MOSTRAS DE ALIMENTOS

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais  Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 1 3 3 1
H (M) 0 0 0 0 0 0 0
I (min) 2,5 1 2 1 2 2,5 0.5
J (mlL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 20 20 20 20 20 20 20

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

A vista dos valores éptimos obtidos para a extraccién do cromo nos
diferentes tipos de mostras, pode concluirse que é posible eliminar o dcido
clorhidrico da disolucion extractante en tédolos casos, sendo suficiente para
extraer o metal o dcido nitrico, en diferentes concentraciéns: 3 M para tédalas
mostras, excepto para os froitos secos e 0s queixos e derivados, onde a
concentraciéon requerida € menor (1 M).

Con respecto 6 tempo de sonicacidn, obsérvase que para as mostras de
vexetais e froitos secos & necesario tan s& 1 minuto para extraer o cromo. No
caso das mostras de carnes e legumes, requirense 2 minutos de sonicacion, e
para 0s moluscos e peixes e cereais e derivados, 2,5 minutos. As mostras que
requiren do menor tempo de sonicacidn son ©0s queixos e derivados,
logrdndose a extraccion cuantitativa do metal en tan sé 0,5 minutos.

No referente &s variables volume de disolucién extractante, caudal de
extraccion e temperatura de extraccidén, pode observarse que toman o

mesmo valor éptimo en tédolos tipos de mostras: 2 mL, 3,5 mL/min e 20 °C.
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3.4.3 Estudio da cantidade de mostra
Nas extraccions de cromo realizadas ata o momento as cantidades de mostra
empregadas foron de 60 mg. Non obstante, estudiouse a posibilidade de
utilizar cantidades de mostra maiores, para poder mellorar as caracteristicas
analiticas do proceso e analizar mostras con concentraciéns de cromo
menores. Asi, estudiouse a posibilidade de aumentar a cantidade de mostra
ata un mdximo de 100 mg, xa que utilizar cantidades maiores provoca grandes
presidons no sistema FIA que fan inviable a andlise.

O aumento da cantidade de mostra mantendo os valores 6ptimos das
variables implicadas no proceso de extraccion do cromo non foi posible en

ningun dos tipos de mostra.

3.4.4 Estudio da influencia do tamaiio de particula da mostra

Ata o momento, tédolos estudios levados a cabo se realizaron con mostras de
didmetro de particula inferior a 30 um. Posto que resulta de interés conecer se
o tamano de particula da mostra influe no proceso de extraccidon, tomdronse
fraccidons de mostras representativas de cada matriz alimenticia dos seguintes
tamanos: inferior a 30 um e intermedios entre 30 e 100 um.

Para cada fraccidn de cada mostra, realizouse a andlise seguindo o
método de referencia descrito anteriormente (pdxina 86) e mediante as
diferentes metodoloxias propostas. Os resultados obtidos recdllense na Tdboa
178.

Pode concluirse, polo tanto, que o tamano de particula da mostra non
influe na extraccion do cromo das diferentes mostras de alimentos, dentro do

intervalo estudiado.
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Taboa 178. Estudio da influencia do tamafo de particula da mostra utilizando o

método de referencia e as metodoloxias continuas propostas. Indicase tamén

a eficacia na extraccidon do sistema FlIA.

- % Eficacia
Tipo de Mostra  Tamano de [Cr]a [Cr]e
na
mostra anadlizada particula (Hg/9) (Hg/9) ;
extraccion
Moluscos <30 um 0,77 £ 0,02 0,80 £ 0,01 103,9
. Mexillon
€ peixes 30-100 um 0,71 £0,03 0,74 £ 0,04 104,2
<30 um 0,70+ 0,05 0,67 £ 0,01 95,7
Vexetais Grelos
30-100 um 0,67 £0,03 0,67 £ 0,04 100,0
Figadode < 30 um 0,92 +0,02 0,90 £ 0,01 97.8
Carnes
coello 30-100um  0,82+0,02 0,83 + 0,02 101,2
Froitos <30 um 0,76 £ 0,01 0,76 £ 0,01 100,0
Pistachos
secos 30-100 um 0,75+0,03 0,76 £ 0,02 101,3
<30 um 0,83 £ 0,01 0,82 £ 0,01 98,8
Legumes Lentellas
30-100 um 0,78 £0,02 0,77 £0,01 98,7
Cereaqis e <30 um 0,85+ 0,02 0,86 £ 0,01 101.,2
. Pan relado
derivados 30-100 um 0,85+ 0,02 0,87 +0,01 102,4
Queixos e logurt <30 um 0,73+0,02 0,71 £0,02 97.3
derivados  natural  30.100ym 0,70+ 0,01 0,70 + 0,01 100,0

A [Cr] obtida mediante o método de referencia

B [Cr] obtida mediante os métodos continuos propostos
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3.5 Extraccion do niquel

Para optimizar o proceso de extraccidon do niquel empregouse o deseno
factorial de Plackett-Burman 2A6*3/16 de resolucion tipo Il con 6 graos de
liberdade e un punto central. Na Tdboa 102 recdllense as variables que
afectan 6 proceso de extraccion dcida do niquel, asi como os valores
mAaximos e minimos fixados para as mesmas, dacordo con experimentos
realizados previamente.

Unha vez obtida a matriz do deseno (Tdboa 101) realizdronse os 13
experimentos indicados na mesma, utilizando o dispositivo FIA que se mostra
na Figura 12. Para realizar os experimentos sobre as diferentes matrices,
empregdronse mostras cuxa concentracién se determinou previamente por
triplicado, facendo uso do método de referencia descrito anteriormente
(pdxina 86) (Taboa 141). A cantidade de mostra empregada para levar a

cabo a optimizacion do proceso de extraccion foi de 60 mg por minicolumna.

Taboa 179. Mostras empregadas na optimizacion do proceso continuo de

extraccién dcida e concentracién de niquel presente nas mesmas.

Mostra coa que se
Tipo de matriz ) [Ni] (ng/9)
realizou a optimizacion

Moluscos e peixes Mexillon 0,80 £ 0,01
Vexetais Leituga 0,97 £0,02
Carnes Figado de coello 0,91 +£0.,01
Froitos secos Castanas 0,20+ 0,01
Legumes Lentellas 0,86 £0,01
Cereais e derivados Cereais de cacao 0,78 £0,01
Queixos e derivados Tranchetes 0,61 £0,01

A matriz do deseno de Plackett-Burman cos valores que toma cada unha

das variables en cada experiemento e o %Eficacia na extraccion obtido en
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cada caso moéstrase na Tadboa 180. Os experimentos da matriz realizronse por
duplicado, de xeito que o %Eficacia na extraccion indicado € a media de
ambos resultados.

Unha vez readlizados os experimentos procedeuse & andlise dos datos
proporcionados polo deseno. Para iso, é preciso conecer que variables son
estatisticamente significativas e como afectan ¢ proceso de extraccion, para
o cal se recurre as Cartas Pareto estandarizadas para cada fipo de mostra,

que se recollen na Figura 43.
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Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extracciéon de Ni en Moluscos e Peixes

/1 Efecto estimaodo

1 | 39 1 positive

= e Efecto estimadao
G | 21,9 negative
J N 5.0
L [ ] ss

@] 1 2 3 4 5
Efecto Estandarizado
Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccidon de Ni en Vexetais

G ! ' ! ! [ Efectoestimado

56,2 fprositive

mm FEfectoestimade

negative

1]

H 9,9

J B s

K 13

) ﬂ 0.8 | ' | |
0 2 4 & 5

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o

% Eficacia na Extraccién de Ni en Carnes

 FEfzclto estimado
| | 49,6 positive
mm Efzcto estimado
< | 22,7 megative
L [ Jea
;| s
| 10
H
9] 2 4 & &

Efecto Estandarizado

Figura 43. Carta Pareto estandarizada dos efectos principais estandarizados no
deseno factorial; a lina vertical indica o limite de significaciéon estatistica para
os efectos. G, [HNO3]; H, [HCI]; |, Tempo de sonicacidn; J, Volume de disolucién

extractante; K, Caudal de extraccion; L, Temperatura de extraccion.
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Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extracciéon de Ni en Froitos Secos

- T r r — [ Ffectoestimado

| ‘ 48 4 pasifivio
! = Efe cte estimado
G ‘ 28.8 negativo
« | [ 27
|0
24

H s .

0 ] 2 3 4 5

Efecto Estandarizado
Carta Pareto Estandatizada para o
% Eficacia na Extraccion de Ni en Legumes

. . O Efectoestimado

G o
positivo

‘ 57,7 mm Efecto astimado
I ‘ 16,9 negativo
S EX
L L] |37
J [ ] -3,0

| 0,7
H 1 1 1 1 1

0 4 8 12 16

Efecto Estandarizado

Figura 43 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina verfical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; I, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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Cara Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccion de Ni en Cereais e derivados

O Efecto estimado

| T T positivo
44,8 - Efe cto estimado

G 272 negativo
K
J
L
H | . . . . ) L

0 ] 2 3 4 > °

Efecto Estandarizado

Carta Pareto Estandarizada para o
% Eficacia na Extraccion de Ni en Queixos e derivados

o Efectoestimado

G positivo
42.5 .
= Efecto estimado

| |:| 8.5 ne gative
H L] aa
L | IBK
K I -1.8
J | 0

0 z 4 e 8 10

Efecto Estandarizado

Figura 43 (Continuacién). Carta Pareto estandarizada dos efectos principais
estandarizados no deseno factorial; a lina vertical indica o limite de
significacion estatistica para os efectos. G, [HNOs]; H, [HCI]; |, Tempo de
sonicacion; J, Volume de disolucion extractante; K, Caudal de extraccion; L,

Temperatura de extraccion.
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3.5.1 Andlise dos datos obtidos co deseno factorial

Nos resultados obtidos tras aplicar o deseno factorial de Plackett-Burman &
extraccién do niquel nos diferentes tipos de mostras, obsérvase que as
variables de maior influencia no proceso son a concentracion de acido nitrico
e o tempo de sonicacidn. Ambas variables influen no mesmo de forma
positiva. Non obstante, como se pode ver nas Cartas Pareto proporcionadas
polo deseno para cada tipo de mostra (Figura 43), estas duas variables s6 son
estatisticamente significativas nas extraccion do metal nas mostras de carnes,
legumes e cereais e derivados. No caso das mostras de vexetais e queixos e
derivados, a Unica variable estatisticamente significativa € a concentracion de
dcido nitrico, mentras que no caso dos moluscos e peixes e froitos secos, sé é
significativa a variable tempo de sonicacion. Na Figura 44 mostranse as
superficies de resposta para as variables de maior influencia estatistica en
cada caso, onde se pode observar como varia o %Eficacia na extraccion do
niquel en funcién de ditas variables (o resto manténense no valor intermedio
do intervalo de estudio proposto para o deseno).

As demais variables tenen unha maior ou menor importancia No proceso
de extraccién, pero sen superar o nivel de significacion establecido polo
método para un 95 % de confianza (representado nas Cartas Pareto pola lina
vertical). Dentro destas variables non significativas, o caudal de extraccién e o
volume de disolucidn extractante presentan efectos estimados negativos en
tddolos casos excepto nos queixos e derivados, onde a variable volume de
disolucion extractante toma un valor positivo. A concentracidn de dcido
clorhidrico presenta un efecto estimado negativo no caso das mostras de
carnes e cereaqis e derivados, e positivo no resto das mostras de alimentos. Con

respecto & temperatura de extraccion, hai que dicir que afecta ¢ proceso de
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forma positiva en tddolos casos, excepto nos queixos e derivados, onde dita
influencia é negativa.

Unha vez analizados os resultados obtidos ¢ aplicar o deseno de Plackett-
Burman, os valores establecidos como optimos segiun 0 mesmo son 0s que se

recollen na Tdboa 181.

Tdboa 181. Valores 6ptimos segun o deseno de Plackett-Burman para cada
unha das variables implicadas no proceso de extraccion do niquel das

diferentes mostras sélidas.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES DACORDO CO DESENO DE
PLACKETT-BURMAN

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais  Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 3 3 3 3 3 3 3
H (M) 3 3 0 3 3 0 3
1 (min) 5 5 5 5 5 5 5
J (mL) 2 2 2 2 2 2 5
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 70 70 70 70 70 70 20

G, [HNOs3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Como o deseno de Plackett-Burman non proporciona os valores éptimos
das variables, senon a tendencia das mesmas cara o valor optimo,
realizronse unha serie de experimentos féra do marco do deseno e dacordo
cos resultados obtidos no mesmo, para determinar o valor éptimo de cada
unha das variables que afectan & extraccion do niquel nos diferentes tipos de

mostras.
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[HNO,] (M)

Supefficie de resposta das variables [HNO,] e tempo de
sonicacién na extraccién de Ni en mostras de carnes
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Figura 44. Superficies de resposta proporcionadas polo deseno de Plackett-

Burman para as variables de maior peso estatistico (concentracion de dcido

nitrico e tempo de sonicacién) en cada caso (as demais variables toman o

valor medio do intervalo de estudio establecido polo deseno).
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3.5.2 Experimentos fora do marco do deseio

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do niquel en
mostras de Moluscos e Peixes

A extraccidon do niquel nas mostras de moluscos e peixes estd afectada

significativamente pola variable tfempo de sonicacion, tal e como se observou

na correspondente Carta Pareto (Figura 43).

En primeiro lugar, estudidronse as variables non significativas. O caudal de
extracciéon e o volume de disolucion extractante afectan negativamente 6
proceso de extraccion. Tendo en conta que o %Eficacia na extraccion é
cuantitativo no experimento 1 da matriz do deseno (Tdboa 180), onde se
realiza a extraccién a un caudal de 3,5 mL/min e empregando 2 mL de
disoluciéon extractante, estes valores son os elexidos como dptimos para estas
variables.

A temperatura de exiracciéon ten un efecto estimado positivo (efecto
estimado=5,8). Tendo en conta que no experimento 1 da mesma matriz, onde
se redliza a extraccidn a temperatura ambiente, se obtén un %Eficacia na
extraccién cuantitativo, fixase o valor desta variable en 20 °C. Deste xeito, non
€ preciso quentar previamente a auga do ultrasdns, e evitase ter que traballar
cun extracto dcido quente.

A concentracion de dcido clorhidrico afecta positivamente ¢ proceso de
extraccién. Non obstante, posto que nos experimentos 1 e 4 da matriz de
Plackett-Burman (Taboa 180) se obtenen %Eficacia na extraccion cuantitativos
cando esta variable toma o valor de 0 M, pode eliminarse este componente

da disoluciéon extractante.
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A concentracion de dacido nitrico € a variable non significativa con maior
efecto estimado (efecto estimado=21,9), préximo & lina de significacion
estatistica. Co obxectivo de realizar a extraccién en condiciéns dcidas mdis
diluidas, realizdronse uns experimentos para intentar reducir a concentracion
de dito dcido. O resultado deste estudio recdllese na Tadboa 182 e permite
concluir que a extraccion do niquel en moluscos e peixes se pode realizar de

forma cuantitativa empregando &cido nitrico 1,5 M.

Tdboa 182. Experimentos realizados para a optimizacion da concentracién de

Acido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (ml) (mL/min) LeC extraccion (%)
1.5 0 5 2 3.5 20 105,7
1.0 0 5 2 3.5 20 87.9

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extracciéon.

O tempo de sonicacion € a Unica variable estatisticamente significativa e a
sUa influencia no proceso de extraccion é positiva. Co obxectivo de reducir o
tempo da andlise e aumentar asi a frecuencia de mostraxe, realizdronse uns
experimentos para minimizar o valor desta variable. O resultado dos mesmos
recollese na Taboa 183. Como pode observarse, son suficientes 2,5 minutos

para lograr unha extraccion cuantitativa.
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Taboa 183. Experimentos readlizados para a optimizaciéon do tempo de

sonicacion.
. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
1,5 0 2 2 3,5 20 65,6
1.5 0 2,5 2 3.5 20 102,9

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Os valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas na extraccién

do niguel das mostras de moluscos e peixes mostranse na Taboa 184.

Taboa 184. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel nas mostras de moluscos e peixes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1,5M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 2,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccién do niquel en
mostras de Vexetais
No caso das mostras de vexetais, a Unica variable que afecta
significativamente 6 proceso de extraccion do niquel é a concentracion do
dcido nitrico.
En primeiro lugar, estudidronse as variables non significativas. O caudal de
extraccion e a temperatura de extraccion tenen efectos estimados negativo e

positivo, respectivamente. Na a matriz de Plackett-Burman (Tdboa 180) pode
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observarse que cando a extraccidon se realiza a temperatura ambiente e 6
caudal minimo do intervalo de estudio proposto para o deseno, o %Eficacia
na extracciéon é cuantitativo (experimentos 1 e 2). Polo tanto, selecciénanse os
valores de 3,5 mL/min e 20 °C como os optimos para estas variables,
respectivamente.

O volume de disolucion extractante ten un efecto estimado negativo
(efecto estimado=-1,5). Posto que o volume de 2 mL conduce a resultados de
%Eficacia na extraccion cuantitativos (experimentos 1, 6 e 11 da matriz do
deseno, Taboa 180), elixese este valor como o volume de disolucidon
extractante optimo. Isto permite aumentar a rapidez da andlise, posto que o
volume de extracto serd preconcentrado posteriormente a un caudal mdximo
de 2 mL/min.

A concentracion de dcido clorhidrico afecta positivamente ¢ proceso de
extraccion do niquel das mostras de vexetais. Non obstante, posto que é
posible extraer cuantitativamente o metal cando se emprega Unicamente
dcido nitrico como extractante (experimentos 1, 4 e 11 da matriz de Plackett-
Burman, Taboa 180), eliminase o dcido clorhidrico da disoluciéon extractante.

Con respecto 6 tempo de sonicacion, a variable non significativa con
maior efecto estimado e positivo (efecto estimado=11,2), levouse a cabo un
experimento para intentar reducir o valor da mesma a 0,25 minutos, xa que o
valor mdis baixo do intervalo de estudio proposto para o deseio proporciona
resultados cuantitativos (experimentos 2, 5 e 11 da matriz do deseno, Taboa
180). Como pode observarse na Taboa 185, dita reduccidn non foi posible, de
maneira que o valor é6ptimo para a variable tempo de sonicacién é 0,5

minutos.
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Tdboa 185. Experimento realizado para a optfimizacién do tempo de

sonicacion.
. K . Eficacia na
G (M) H (M) | (min) 3 (mi) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 0,25 2 3,5 20 81.1

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Por Ultimo, con respecto & variable estatisticamente significativa, a
concentracién de dcido nitrico, estudiouse a posibilidade de reducir o valor da
mesma proporcionado polo deseno. O resultado deste estudio recdllese na
Tdboa 186. Como pode observarse, € posible reducir a concentracién de dito

dcido a 1,5 M.

Taboa 186. Experimentos realizados para a optimizacion da concentracion de

dAcido nitrico.

G(M) H(M) I(min) J(ml) « L (°C) ficacia na
(mL/min) extraccién (%)
1.5 0 0,5 2 3.5 20 101,9
1,0 0 0.5 2 3.5 20 89.3

G, [HNOs3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacion; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Os valores 6ptimos para cada unha das variables implicadas na extraccion

do niquel das mostras de vexetais mdstranse na Taboa 187.
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Taboa 187. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extracciéon do niquel nas mostras de vexetais.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1.5M
[HCI] OM
Tempo de sonicacién 0,5 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do niquel en

mostras de Carnes
Na extraccion do niguel nas mostras de carnes hai duas variables
estatisticamente significativas: o tempo de sonicacién e a concentracién de
dcido nitrico. As demais variables tefien unha maior ou menor importancia no
proceso, pero sen superar o nivel de significacion establecido polo deseno.

Neste caso, tres das variables non significativas tenen efecto estimado
negativo: o caudal de extraccion (efecto estimado=-8,0), o volume de
disolucion extractante (efecto estimado=-5,9) e a concentracion de dcido
clorhidrico (efecto estimado=-1,0). Tendo en conta, respectivamente, os
experimentos 1, 1 e 6, e 1 e 4 da matriz do deseno (Tdboa 180), onde estas
variables toman o valor mdis baixo do intervalo de estudio proposto para o
deseno, poden fixarse os valores éptimos de ditas variables en 3,5 mL/min, 2 mL
e 0 M, xa que o %Eficacia na extraccion obtido en cada un dos citados
experimentos & cuantitativo.

A temperatura de exiraccién é a Unica variable non significativa con
efecto estimado positivo (efecto estimado=6,4). A pesar de que a influencia

da mesma no proceso €& positiva, pode fixarse o seu valor en 20 °C,
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(experimento 1 da matriz de Plackett-Burman (Taboa 180)). Asi, simplificase a
andlise, posto que a extracciéon se pode realizar a temperatura ambiente.

Con respecto ds variables tempo de sonicacion e concentracion de dacido
nitrico, ambas variables estatisticamente significativas, levdronse a cabo uns
experimentos co obxectivo de reducir o valor das mesmas proposto polo
deseno. Como pode observarse na Taboa 188, son suficientes 3 minutos de
sonicaciéon e unha concentracion 1,5 M de dcido nitrico para extraer

cuantitativamente o metal.

Taboa 188. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicaciéon e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ! (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 3 2 3,5 20 102,7
3 0 2,5 2 3,5 20 87.0
1,5 0 1 2 3,5 20 102,8
1,0 0 1 2 3,5 20 70,0

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Unha vez optimizados todos os valores, segun os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores dptimos para cada variable implicada

na extraccién do niquel nas mostras de carnes recdllense na Taboa 189.
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Taboa 189. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel en mostras de carnes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1.5M
[HCI] OM
Tempo de sonicacién 3 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccion do niquel en
mostras de Froitos secos

Neste caso, s6 hai unha variable estatisticamente significativa: o tempo de

sonicacion.

O estudio féra do marco do deseno comezouse por aguelas variables non
significativas. O caudal de extraccion e o volume de disolucion extractante
tenen efectos estimados negativos. Posto que no experimento 1 da matriz de
Plackett-Burman (Taboa 180), realizado con 2 mL de disolucién extractante e a
un caudal de 3,5 mL/min se obtén un %Eficacia na extracciéon cuantitativo,
seleccionanse estes valores como os dptimos para estas duas variables.

A temperatura de extraccién influe no proceso de forma positiva. Non
obstante, obtense un %Eficacia na extraccion cuantitativo cando se realiza a
extracciéon a temperatura ambiente (experimento 1 da matriz do deseno,
Taboa 180). Polo tanto, elixese o valor de 20 °C como valor éptimo para esta
variable.

A concentracion de dacido clorhidrico é a variable con menos peso
estatistico no proceso de extraccion. Posto que eliminando este componente

da disolucion extractante é posible extraer cuantitativamente o metal, como
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pode observarse nos experimentos 1 e 4 da matriz do deseno (Taboa 180), o
valor éptimo para esta variable fixase en 0 M.

A variable non significativa con maior efecto estimado € a concentracion
de dcido nitrico. Realizdronse uns experimentos co obxectivo de reducir a
concentraciéon de dito dcido por debaixo do valor proporcionado polo
deseno. Tal e como se recolle na Tdboa 190, foi posible diminuir dita

concentracion ata 1,5 M.

Taboa 190. Experimentos realizados para a optimizacion da concentracién de

dAcido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 1 (ml) (mL/min) L(C) extraccion (%)
1,5 0 5 2 3.5 20 101,8
1,0 0 5 2 3.5 20 82,4

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

No referente 6 tempo de sonicacidon, a Unica variable estatisticamente
significativa (efecto estimado=48,4), estudiouse a posibilidade de minimizar o
valor da mesma proporcionado polo deseno (5 minutos), e aumentar asi a
frecuencia de mostraxe. Na Tdboa 191 pode observarse que 1,5 minutos é o
menor tempo de sonicacidn que proporciona unha extraccion do metal

cuantitativa.
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Taboa 191. Experimentos realizados para a optimizacion do tempo de

sonicacion.
. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
1,5 0 1 2 3,5 20 88,6
1.5 0 1.5 2 3.5 20 104,9

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacién; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Unha vez readlizada a optimizacion fora do marco do deseno, os valores
6ptimos das variables implicadas no proceso de extraccidn do niquel das

mostras de froitos secos, mostranse na Taboa 192.

Taboa 192. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel en mostras de froitos secos.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1.5M
[HCI] OM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucién exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

» Experimentos realizados para a optimizacién da extracciéon do niquel en
mostras de Legumes
No caso da extraccidon do niguel nas mostras de legumes, as variables
estatisticamente significativas son a concentracién de dcido nitrico e o tempo
de sonicacion.
A concentracion de dcido clorhidrico e a temperatura de extracciéon son

variables que influen positivamente no proceso de extraccién. Non obstante,
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cando estas variables foman o valor mdis baixo do intervalo de estudio
proposto para o deseno (0 M e 20 °C, respectivamente), a extraccion do metal
e cuantitativa, tal e como o indican os experimentos 1 e 4 ou experimento 1
da matriz do deseno, respectivamente (Tdboa 180). Polo tanto, escdllense
ditos valores como dptimos para estas variables. Asi, simplificase enormemente
a andlise, xa que €& posible eliminar o dcido clorhidrico da disolucién
extractante e a extraccién pode levarse a cabo a temperatura ambiente.

O caudal de extraccion e o volume de disolucion extractante son variables
con efecto estimado negativo. Se se ten en conta o experimento 1 da matriz
de Plackett-Burman (Tadboa 180), onde a extraccién do metal € cuantitativa
cando os valores destas variables son 3,5 mL/min e 2 mL, respectivamente,
poden elexirse ditos valores como 6ptimos para ditas variables. O caudal de
extraccién de 3,5 mL/min evita compactaciéons da mostra na minicolumna e
non xenera presions elevadas no sistema FIA. O volume de disolucion
extractante (e polo tanto, de extracto dacido) deberd ser preconcentrado
posteriormente a un caudal mdximo de 2 mL/min, de maneira que o baixo
valor desta variable favorece a rapidez da andlise.

Con respecto &s variables estatisticamente significativas, concentracion de
acido nitrico e tempo de sonicacion, estudiouse féra do marco do deseno a
posibilidade de minimizar o valor das mesmas proporcionado polo deseno (3
M e 5 minutos). O resultado destes experimentos recdllese na Tadboa 193, onde
se observa que 1,5 minutos son suficientes para extraer cuantitativamente o

metal. A concentracién de dcido nitrico, non obstante, non se pode reducir.
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Tdboa 193. Experimentos redlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 2 2 35 20 100,5
3 0 1 2 3.5 20 93,3
3 0 1.5 2 3.5 20 102,7
1,5 0 1,5 2 35 20 70,9

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Unha vez optimizadas todas as variables, segin os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada

na extraccién do niquel nas mostras de legumes recodllense na Tdboa 194.

Taboa 194. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel en mostras de legumes.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 3M
[HCI] 0OM
Tempo de sonicacion 1,5 min
Volume de disolucién extractante 2mL
Caudal de extraccion 3.5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccién do niquel en
mostras de Cereais e derivados

Neste caso, ¢ igual que na extraccidn do niquel en mostras de legumes e

carnes, as variables estatisticamente significativas son o tempo de sonicaciéon

e a concentracion de acido nitrico.
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As variables non significativas que tenen un efecto estimado negativo son o
caudal de extraccioén, o volume de disolucion exiractante e a concentracién
de dcido clorhidrico. Tendo en conta os experimentos 1, 1 e 6, e 1 e 4 da matriz
do deseno (Taboa 180), onde o %Eficacia na extraccion é cuantitativo, fixanse
os valores destas variables en 3,5 mL/min, 2 mL e 0 M.

A temperatura de extraccion aofecta positivamente & proceso de
extracciéon do niguel en mostras de cereais e derivados. Non obstante, a
extraccién € cuantitativa cando se readliza a temperatura ambiente
(experimento 1 da mesma matriz, Tdboa 180), de xeito que se elixe o valor de
20 °C como o 6ptimo para esta variable.

O tempo de sonicacidon e a concentraciéon de dacido nitrico tenen efectos
estimados elevados (son variables estatisticamente significativas) e positivos
(44,8 e 27,2, respectivamente). A pesar de que canto maior sexa o valor destas
variables, dentro do intervalo estudiado, mdis favorecido se verd o proceso de
extraccién, realizdronse uns experimentos féra do marco do deseno co
obxectivo de minimizar o seu valor. Como pode observarse na Tdboa 195,
onde se recollen ditos experimentos e os seus resultados, os menores valores
destas variables que permiten extraer cuantitativamente o metal son 3 minutos

el,5M.
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Tdboa 195. Experimentos readlizados para a optimizacién do tempo de

sonicacion e concentracion de dcido nitrico.

. K . Eficacia na
G (M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 3 2 3,5 20 99.5
3 0 2,5 2 3.5 20 83.6
1,5 0 3 2 3.5 20 105,7
1,0 0 3 2 35 20 92,1

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccioén.

Unha vez optimizadas todas as variables, segin os resultados obtidos no
deseno de Plackett-Burman, os valores éptimos para cada variable implicada
na extraccidon do niquel nas mostras de cereais e derivados recdllense na

Taboa 196.

Taboa 196. Valores 6ptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel en mostras de cereais e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1.5M
[HCI] OM
Tempo de sonicacion 3 min
Volume de disolucién exiractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C
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= Experimentos realizados para a optimizacion da extraccién do niquel en
mostras de Queixos e derivados

Neste caso, s&6 a concentracidn de dcido nitrico é unha variable

estatisticamente significativa. As demais variables tenen moi pouca influencia

no proceso de extraccion, tal e como demostran os valores tan baixos dos

efectos estimados (Figura 43).

Os experimentos 1 e 2 da matriz do deseno (Taboa 180), onde as variables
caudal de extraccion e temperatura de extraccion toman os valores de 3,5
mL/min e 20 °C, respectivamente, proporcionan %Eficacia na extraccion
cuantitativos, de maneira que se fixan ditos valores como éptimos para estas
variables.

A concentracién de dcido clorhidrico e o volume de disolucion extractante
afectan positivamente & proceso de extraccion. Con respecto &
concentracién de dacido clorhidrico, se se tefien en conta os experimentos 1, 4
e 11 da matriz de Plackett-Burman (Tdboa 180) pode concluirse que a
extraccién é cuantitativa cando se elimina este componente da disolucién
extractante. No referinte 6 volume de disolucion extractante, e tendo en conta
0s experimentos 1, 6 e 11 da mesma matriz, pode elexirse o valor de 2 mL
como valor éptimo desta variable.

O tempo de sonicacion tamén afecta positivamente & proceso de
extraccién; é dicir, canto maior sexa o valor desta variable, mdis favorecido se
verd o proceso. Posto que con 0,5 minutos de sonicacién (o valor mdis baixo
para esta variable dentro do intervalo de estudio proposto para o deseno) a
extracciéon é cuantitativa (experimentos 2, 5 e 11 da matriz do deseno, Taboa
180) realizouse un experimento féra do marco do deseno para comprobar se

se podia reducir ainda mdis o valor desta variable. A Tdboa 197 recolle este
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experimento e o seu resultado. Como pode observarse, esta reduccion non foi

posible.

Taboa 197. Experimento realizado para a optimizacion do tempo de

sonicacion.
. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mb) (mL/min) L(C) extraccion (%)
3 0 0,25 2 3,5 20 75,7

G, [HNO3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

No referente & variable estatisticamente significativa, a concentraciéon de
dcido nitrico, estudiouse a posibilidade de minimizar o valor da mesma
proporcionado polo deseno (3 M). Como pode observarse na Taboa 198, foi

posible reducir a concentracién ata 1,5 M.

Taboa 198. Experimentos realizados para a optimizacidon da concentracién de

Acido nitrico.

. K . Eficacia na
G M) H (M) ' (min) 4 (mt) (mL/min) L(C) extraccion (%)
1.5 0 5 2 3.5 20 104.,6
1,0 0 5 2 3.5 20 78,7

G, [HNQ3]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidn; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccion.

Os valores 6ptimos para cada variable implicada na extraccion do niquel

nas mostras de queixos e derivados recdllense na Taboa 199.
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Taboa 199. Valores éptimos para cada variable implicada no proceso de

extraccién do niquel en mostras de queixos e derivados.

VARIABLE VALOR OPTIMO PARA CADA VARIABLE
[HNO3] 1.5M
[HCI] oM
Tempo de sonicacion 0,5 min
Volume de disolucion extractante 2mL
Caudal de extraccién 3,5 mL/min
Temperatura de extraccion 20 °C

A Tdboa 200 mostra un resume dos valores optimos de tédalas variables

implicadas na extraccién do niquel das diferentes mostras de alimentos.

Taboa 200. Valores optimos para cada unha das variables implicadas no

proceso de extraccion do niquel das diferentes mostras de alimentos.

VALORES OPTIMOS PARA CADA UNHA DAS VARIABLES IMPLICADAS NA EXTRACCION
DO NiQUEL DAS DIFERENTES MOSTRAS DE ALIMENTOS

Variable
Moluscos Froitos Cereais e Queixos e
Vexetais Carnes Legumes
e peixes secos derivados derivados
G (M) 1,5 1.5 1,5 1,5 3 1,5 1,5
H (M) 0 0 0 0 0 0 0
1 (min) 2,5 0.5 3 1,5 1.5 3 0.5
J (mL) 2 2 2 2 2 2 2
K (mL/min) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L (°C) 20 20 20 20 20 20 20

G, [HNOs]; H, [HCI]; I, tempo de sonicacidén; J, volumen de disolucion extractante; K,

caudal de extraccion; L, temperatura de extraccién.

Como pode observarse na tdboa, catro das variables tefien o mesmo valor
optimo en tdédolos casos: a concentracion de dcido clorhidrico (0 M), o
volume de disolucién extractante (2 mL), o caudal de extraccién (3,5 mL/min)

e a temperatura de extraccion (20 °C).
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A concentracion de dcido nitrico e o tempo de sonicacion, as duias
variables con mdis importancia dende o punto de vista estatistico na
extracciéon do niquel nas diferentes mostras de alimentos, varian dependendo
do fipo de mostra. As mostras de carnes e cereais son as que precisan dun
maior tempo de sonicacién (3 minutos), mentras que a extraccion do niquel
das mostras de vexetais e queixos e derivados se leva a cabo en tan sé 0,5
minutos. As mostras de legumes e froitos secos necesitan 1,5 minutos de
sonicacién e as de moluscos e peixes, 2,5.

Con respecto & concentracidon de dcido nitrico, tédalas extraccions se
levan a cabo con dcido 1,5 M, excepto a extraccidén de niquel en legumes,

gue require dunha concentracion 3M.

3.5.3 Estudio da cantidade de mostra
Nas extracciéons de niquel realizadas ata o momento as cantidades de mostra
empregadas foron de 60 mg. Non obstante, estudiouse a posibilidade de
utilizar cantidades de mostra maiores, para poder mellorar as caracteristicas
analiticas do proceso e analizar mostras con concentraciéns de niquel
menores. Asi, estudiouse a posibilidade de aumentar a cantidade de mostra
ata un mdximo de 100 mg, xa que utilizar cantidades maiores provoca grandes
presidns no sistema FIA que fan inviable a andlise.

O aumento da cantidade de mostra mantendo os valores optimos das
variables implicadas no proceso de extraccion do niguel non foi posible en

ningun dos tipos de mostra.
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3.5.4 Estudio da influencia do tamano de particula da mostra

Ata o momento, tédolos estudios levados a cabo se realizaron con mostras de
didmetro de particula inferior a 30 um. Posto que resulta de interés conecer se
o tamano de particula da mostra influe no proceso de extracciéon, tomdronse
fraccions de mostras representativas de cada matriz alimenticia dos seguintes
tamanos: inferior a 30 um e intermedios entre 30 e 100 um.

Para cada fraccidn de cada mostra, realizouse a andlise seguindo o
método de referencia descrito anteriormente (pdxina 86) e mediante as
diferentes metodoloxias propostas. Os resultados obtidos recdllense na Taboa
201.

Pode concluirse, polo tanto, que o tamano de particula da mostra non
influe na extraccién do niquel das diferentes mostras de alimentos, dentro do

intervalo estudiado.
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Tdboa 201. Estudio da influencia do tamano de particula da mostra utilizando o

método de referencia e as metodoloxias continuas propostas. Indicase tamén a

eficacia na extraccidn do sistema FIA.

_ % Eficacia
Tipo de Mostra Tamano de [Ni]a [Ni]s
na
mostra analizada particula (Hg/9) (Hg/9) ;
extraccion
. Mexillon
€ peixes 30-100 um 0,72 +0,02 0,72 £0,01 100,3
<30 um 0,97 £0,02 1,01 £ 0,01 103,46
Vexetais Leituga
30-100 um 0,93 £0,01 0,92 £0,01 98,7
Figado de <30 um 0,91 £0,01 0,94 £ 0,01 102,7
Carnes
coello 30-100um 0,89 +0,01 0,88+ 0,01 98,9
Froitos <30 um 0,90 £ 0,01 0,92 +£0,01 102,1
Castanas
secos 30-100 um 0,90 £ 0,01 0,92 +£0,02 102,8
<30 um 0,86 £ 0,01 0,88 £ 0,01 102,46
Legumes Lentellas
30-100 um 0,83 +0,02 0,81 £0,01 98,1
Cereais e Ceredis <30 um 0,78 £ 0,01 0,78 £ 0,01 100,1
derivados  cacao 30-100um  0,77+0,01 0,79 +0,01 101,7
Queixos e <30 um 0,61 £0,02 0,61 £0,01 100,5
. Tranchetes
derivados 30-100um  0,60+0,02 0,60+ 0,01 99,2

A [Ni] obtida mediante o método de referencia

B [Ni] obtida mediante os métodos continuos propostos
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4. OPTIMIZACION DOUTROS PARAMETROS DO SISTEMA

FIA

Estudidronse dUas variables que afectan sé 6 sistema FIA:
- Alonxitude dos reactores de mestura
- O caudal de aspiracion do nebulizador do espectrofotobmetro de

absorcion atémica.

4.1 Lonxitude dos reactores de mestura

Os sistemas FIA propostos contenen dous reactores de mestura, tal e como se
pode observar nas Figuras 12 e 13 (pdxinas 76 e 77). A funcidn de tales
reactores € a de homoxeneizar o extracto da mostra (reactor de mestura 1) ou
o extracto da mostra tamponado coa disolucidon de acetato amdnico (reactor
de mestura 2). Demostrouse que para conseguir a homoxeneizaciéon completa
do extracto dcido, a lonxitude do reactor ha de ser tal que contena, como
minimo, o volume da disolucion extractante empregada (2 mL). Por outra
parte, non interesa que a lonxitude do reactor sexa maior, posto que isto
prolongaria o tempo da andlise e diminuiria a frecuencia de mostraxe. Polo
tanto, considerouse a lonxitude de 398 cm (tubos de 0,8 mm de didmetro
interno) como valor éptimo do reactor de mestura 1. Con respecto 6 reactor
de mestura 2, a lonxitude de 50 cm resultou ser suficiente para a

homoxeneizacion do extracto dcido coa disolucion de acetato amonico.
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4.2 Caudal de aspiracion do nebulizador do espectrofotometro de absorcion
atomica.

O caudal de aspiracién do nebulizador do espectrofotdmetro de absorcién
atdmica estd determinado polo caudal de elucion. O seu valor non pode ser
inferior, posto que provocaria a perda de eluato, nin moito superior, xa que a
aspiracion poderia modificar o caudal de elucién. Tendo en conta que o valor
optimo do caudal de eluciéon € de 3 mL/min para tddolos metais, fixase o valor
6ptimo do caudal de aspiracién do nebulizador do espectrofotdmetro de

absorcion atdmica en 3,5 mL/min.
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5. CARACTERISTICAS ANALITICAS DAS METODOLOXIAS
PROPOSTAS PARA A DETERMINACION DOS METAIS DAS

MOSTRAS SOLIDAS DE NATUREZA ALIMENTICIA

Unha vez readlizadas as optimizacidéns de tddalas variables implicadas no
proceso de preconcentracion dos metais nas diferentes  resinas,
establecéronse en cada caso os calibrados cos patrons metdlicos e as
caracteristicas analiticas da resina. Posteriormente, tras optimizarse as variables
implicadas no proceso de extraccion dos metais nas diferentes mostras sélidas
de natureza alimenticia, calculdronse as caracteristicas analiticas das
metodoloxias propostas.

Ademais, realizronse en cada caso, os estudios de precision e exactitude
do método proposto, asi como o cdlculo das frecuencias de mostraxe obtidas

6 aplicar os sistemas continuos de extraccidn e preconcentracion.

5.1 Cadmio
5.1.1 Curvas de calibrado
Os calibrados realizdronse cos patrons metdlicos indicados na pdxina 80. Para
cada metal, realizdronse dous tipos de calibrado:
- Un calibrado directo por aspiraciéon directa das disolucions patrén de
cada metal.
- Un cadlibrado FIA empregando os sistemas de preconcentracion

propostos.
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Para cada un dos calibrados, realizouse un axuste por Minimos Cadrados. A

Taboa 202 recolle ambos calibrados no caso do cadmio.

Tdboa 202. Cdalibrados directo e FIA para o cadmio. Axuste dos mesmos

mediante o método de Minimos Cadrados.

CALIBRADO DIRECTO CALIBRADO FIA
[Cd] (ug/mL) Absorbancia [Cd] (ng/mL) Absorbancia
0.0 0,000 0,000 0,000
0.5 0,075 0,006 0,020
1,0 0,151 0,012 0,039
1,5 0,227 0,024 0,075
2,0 0,304 0,036 0,113
Axuste por Minimos Cadrados Cdlibrado directo Cadlibrado FIA
Ordenada na orixe (0) -6,0x104 7.8 x104
Pendente (m) 0,15 3,12
Coeficiente de correlacion (r) 0,999 0,999

5.1.2 Caracteristicas analiticas das resinas de preconcentracion

As caracteristicas analiticas da resinas empregadas na preconcentracion,
como son o factor de preconcentracion e a capacidade da resing,
estudidronse para cada un dos metais en cada resina. O factor de
preconcentracion calcullase como o cociente entre as pendentes das rectas
de calibrado FIA e directo. Para determinar a capacidade da resina para reter
o cadmio, preparouse unha minicolumna de preconcentracion con 10 mg de
resind, en cada caso. A minicolumna conectouse directamente ©
espectrofotdbmetro de absorcion atdmica e fixose pasar a través da mesma, 6
caudal éptimo de retencion, unha disolucidén patrén de cadmio. Mentras o

metal se retén na minicolumna, no equipo de absorcidon atémica aparece un
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sinal nulo. Cando a resina se satura de cadmio, o metal non se retén na
mesma, dando lugar a un sinal no espectrofotdmetro de absorcion atdmica.
Tendo en conta a concentracidn da disolucidén patrdén, o tempo requerido
para que a resina se safure e a masa da resina, pode calcularse a
capacidade da resina quelante, en cada caso. As caracteristicas analiticas

das resinas recollense na Tadboa 203.

Taboa 203. Caracteristicas analiticas das resinas

Capacidade da resina

Resina Factor de preconcentracion
(umol Cd/g resina)
Chelite P 20,8 7.1
Serdolit Che 13,1 6,4

5.1.3 Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas
= Limite de deteccién
O limite de deteccidon (LOD) definese como a menor concentracion que pode
determinarse sendo estatisticamente distinta dun blanco estatistico. Para un
nivel de confianza dun 99 %, o limite de detecciéon definese como:

LOD= 30

o= desviacion estadndar dunha serie de 30 medidas dun blanco

Segun a definicién da IUPAC, o LOD, expresado como a concentracion Xa,
obtense da menor medida Yq que pode detectarse con certeza razoable para
un procedemento analitico. E necesario, polo tanto:

1. Establecer un sinal de deteccidn

2. Mediante unha curva de cadlibrado, fransformar ese sinal nunha

concentracion.
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O cdlculo do LOD redlizouse en base & determinacion de 30 medidas dun
blanco, realizadas nas condicions optimas. Calculouse o valor de 30 e
sustituise na recta de calibrado. Tendo en conta a cantidade de mostra

empregada e o volume de disolucidn extractante, o resultfado expresouse en

Hg/g.

* Limite de cuantificacion (LOQ)
O limite de cuantificacion (LOQ) definese como o nivel por enriba do cal se
poden obter resultados cuantitativos cun nivel de confianza do 99 %.

LOQ= 100

o= desviacion estdndar dunha serie de 30 medidas dun blanco

O cdlculo do LOQ realizouse en base d determinacion de 30 medidas dun
blanco, realizadas nas condicidns 6ptimas. Calculouse o valor de 100 e
sustituise na recta de calibrado. Tendo en conta a cantidade de mostra

empregada e o volume de disolucion extractante, o resultado expresouse en

Hg/g.

» Sensibilidade

A sensibilidade dun método analitico mide a capacidade do mesmo para
diferenciar entre pequenas variaciéns na concentraciéon de analito. Segin a
IUPAC, a sensibilidade definese como a pendente da recta de calibrado do
método. Tamén se pode definir a sensibilidade para un 1 % de absorcién, no
caso de métodos espectroscdpicos, € dicir, a concentracidn correspondente

a un sinal de absorbancia de 0,0044.
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* Intervalo lineal

Tamén se calculou o intervalo lineal para cada metal acadado polo método
FIA proposto. Para isto, tivose en conta a recta de calibrado do método, o
limite de cuantificacion e o intervalo lineal de cada metal estudiado cando se

determina por espectroscopia de absorcidon atémica con chama.

A Tdboa 204 recolle as caracteristicas analiticas das metodoloxias
propostas para a determinacién do cadmio nos diferentes tipos de mostras de

alimentos.

Taboa 204. Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas para a

determinacion do cadmio nas mostras de natureza alimenticia.

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (Hg/9) (ng/9)

(9) (no/9)
Peixes e moluscos 0,0800 0,01 0,05 0,03 0,05-2,43
Vexetais 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
Carnes 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
Froitos secos 0,0800 0,01 0,05 0,03 0,05-2,43
Legumes 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
Cereais e derivados 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
Queixos e derivados 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24

5.1.4 Precisidn

Para estudiar a precision do proceso de extraccidn, preconcentracion e
determinacion dos metais por Espectroscopia de Absorcion Atdmica con
Chama, levouse a cabo un estudio de repetibilidade de dito proceso. A
repetibilidade definese, dende un punto de vista cualitativo como «

concordancia entre os resultados sucesivos obtidos sobre unha mesma mostra,
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cando se levan a cabo determinaciéons seguindo o mesmo método analitico,
en idénticas condicidéns experimentais (instrumentos, operador, laboratorio,
etc.) e traballando con pouca diferencia de tempo entre as determinaciéns.
Dende un punto de vista cuantitativo, a repetibilidade pode definirse como a
diferencia mdxima entre dous resultados calesqueira expresados en valor
absoluto obtidos nunhas condicidns especificadas para un determinado nivel
de significacion (P= 0,05). Para realizar este estudio levouse a cabo 11 veces a
andlise de cada un dos metais en cada un dos tipos de mostra nas condicidns
optimas (as mostras ou materiais de referencia certificados empregados neste
estudio son as mesmas que se utilizaron durante a optimizacién da extraccion,
Taboa 103, pdxina 168). Unha vez obtidos estes resultados, calculouse a

desviacion estandar e o coeficiente de variacion (Taboa 205).

A desviacion tipica media ou desviacion estandar, (o), ven dada pola

expresion:

sendo:

xi = valor da concenfracion atopada na mostra

X

media aritmética das concentracions
xi- X = diferencia entre cada valor de concentracion e a media aritmética
respectiva

n= nUmero de medidas efectuadas en cada caso
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O coeficiente de variacion, CV, ven dado pola expresion:

cv=2x100
X

sendo:

o= desviacion tipica media ou desviacion estdndar

X = media aritmética das concentracidons

Taboa 205. Estudio da precision das metodoloxias propostas para «

determinacion do cadmio nos diferentes tipos de mostras de alimentos

Cantidade de mostra Coeficiente de variacion
Mostra

(9) (%)

Moluscos e peixes 0,0800 2,3
Vexetais 0,0600 2,1
Carnes 0,0600 3.0
Froitos secos 0,0800 2,9
Legumes 0,0600 2,4
Cereais e derivados 0,0600 3.2
Queixos e derivados 0,0600 4,4

5.1.5 Exactitude
A avadliacidn da exactitude das metodoloxias propostas levouse a cabo
realizando dous tipos de estudios:

- Recuperacién das metodoloxias propostas

- Andlise de materiais de referencia

5.1.5.1 Recuperacion das metodoloxias propostas
Para realizar este estudio analizouse unha mostra de cada tipo de matriz (as
mesmas mostras e cantidades empregadas na optimizacion). As andlises

realizdronse por duplicado, empregando unha disolucidn extractante
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contendo diferentes concentracions de cadmio en cada caso. Unha vez

obtidos os resultados, calculouse o % Recuperacion da seguinte maneira:

x 100

% Recuperacién=

sendo:
A: concentracién de cadmio na mostra + concentracion de cadmio
anadida (valor experimental)
B: concentracion de cadmio na mostra (valor experimental)

C: concentracion de cadmio anadida

Os datos obtidos para cada unha das mostras e o % Recuperacién obtido
en cada caso recollense na Taboa 206.

Realizouse un axuste das rectas de adicion por Minimos Cadrados, e
observouse que son totalmente paralelas & recta de calibrado do método,
para tédolos tipos de mostras. O paralelismo destas rectas comprobouse
estatisticamente mediante o programa ULC (Univariate Linear Calibration)
[155]. Este paralelismo indica que non hai efecto matriz nas determinaciéns de
cadmio realizadas. A Figura 45 recolle as rectas de calibrado e adicion para as

mostras de moluscos e peixes.
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Taboa 204. Estudio de recuperacion das metodoloxias propostas para a

determinacidn de cadmio en mostras de natureza alimenticia

Mostra Adicién Absorbancia Recuperacion® Recta de adicion
(ug/mL) (%) Ordenada Pendente r
0 0,045 102,2
Moluscos | 005 0,059 94,0
0.008 0.069 75,0 441x10° 325 0998
e peixes | 0,010 0,078 103,0 ' ' '
0,012 0,083 98,3
0,015 0,093 99,3
0 0,038 97,5
0,005 0,054 96,0
Vexetais | 0.008 0,065 97,5 !
0070 0072 1000 38,4 x103 324 0,999
0,012 0,077 96,7
0,015 0,086 95,3
0 0,015 102,5
0,005 0,031 99,2
Carnes | 0.008 0,042 103,1 ]
0010 0,048 015 15,3 x103 322 0,999
0,012 0,054 98,8
0,015 0,063 97,7
0 0,031 104,3
e 035
secos | 0,010 0,063 100,0 05x10% 329 0.999
0,012 0,070 101,7
0,015 0,080 100,7
0 0,020 100,0
0,005 0,035 94,0
0,008 0,046 98,7
Legumes 0,010 0.053 102.0 19,8 x103 3,25 0,999
0,012 0,059 99,2
0,015 0,068 97,3
0 0,016 104,2
Cereaise | 000° 0,032 100,0
0.008 0,043 105.0 159x10° 329 0999
derivados| 0,010 0,049 101,0 ' ' ’
0,012 0,054 99,2
0,015 0,066 102,0
0 0,009 100,0
Queixos | 0,005 0,026 100,0
e 0,008 0,034 95,0 !
‘ 0070 0.040 050 9,2 x103 316 0,999
derivados| (19 0,047 95,8
0,015 0,057 97,3

a A andlise fixose por duplicado, de maneira que o resultado indicado é a media dos
dous resultados obtidos.
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Figura 45. Recta de calibrado do cadmio e recta de adicidén deste metal sobre

as mostras de moluscos e peixes.

5.1.5.2 Andlise de materiais de referencia
Para calcular a exactitude do método proposto, ademais do estudio de
recuperacion, levouse a cabo a determinacion do cadmio nos materiais de
referencia para os tipos de maftrices nos cales se atopaba certificada a
concentraciéon do metal. Neste caso, atdpase certificada a concentracién do
cadmio nas mostras de moluscos e peixes, vexetais, carnes e cereqis e
derivados. Para realizar este estudio, levouse a cabo a andlise por triplicado
dos materiais de referencia, nas condicidons 6ptimas. No caso dos vexetais e
dos cereais e derivados, a concentracion do material de referencia atdpase
por debaixo ou moi préxima 6 LOQ, de maneira que se readlizan duias
extraccidéns sucesivas baixo as condicions Optimas.

Na Tdboa 207 recdllense os resultados obtidos. Como pode observarse, a
concentracion de cadmio obtida polo método proposto atdpase dentro do
intervalo certificado. Pode concluirse, polo tanto, que as metodoloxias

propostas son exactas.
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Tdboa 207. Estudio da exactitude empregando materiais de referencia

Cantidade
[Cd]cerificada [Cd]obtida
Mostra Material de referencia de mostra
(ng/9) (ug/9)
(9)
Moluscos )
Mexilldbn CRM 278Ra 0,0800 0,348 + 0,008 0,36 +0,01
e peixes
Vexetais Té€ NCS DC 73351° 0,1200 0,057 £ 0,008 0,06 +£0,00
Carnes | Rindn de porco BCR-186¢ 0,0050 2,71+0,15 2,76 £ 0,05
Cereais e
Farina integral BCR-189¢ 0,1200 0,071 £0,003 0,07 £0,01
derivados

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b NCS: China National Analysis Center for Iron and Steel
¢ BCR: Community Bureau of Reference

Por Ultimo, calculouse o intervalo de confianza para cada un dos tipos de
mostra.
O intervalo de confianza definese como:
[M&]media+ Omf
onde:
[Me]media= concentracion media do metal
om= desviacién media

t= valor t do Test t-Student © 95 % de probabilidade

A desviacion media, om:

sendo:
o= desviacioén tipica media ou desviaciéon estandar

n= nUmero de medidas efectuadas en cada caso
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Tdboa 208. Intervalo de confianza obtido para cada un dos tipos de mostra

— Cantidade de mostra [Cd] £+ o° [Cd] = omt

(9) (ng/9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0800 0,348 + 0,008° 0,33+£0,01
Vexetais 0,0600 0,39 £ 0,01 0,39 £ 0,01
Carnes 0,0600 0,17 £ 0,01 0,17 +£0,01
Froitos secos 0,0800 0,24+ 0,01 0,23+0,01
Legumes 0,0600 0,20+ 0,01 0,21 £0,01
Cereais e derivados 0,0600 0,17 +£0,01 0,17+£0,01
Queixos e derivados 0,0600 0,10+ 0,01 0,11 +£0,01

a [Cd] certfificada nos casos nos que se emprega un material de referencia ou
determinada mediante o método de referencia (pdxina 86)

b Concentracion certificada

t: valor do Test t-Student para 11 mostras (2,23)

5.1.6 Frecuencia de mostraxe
Calculouse a frecuencia de mostraxe das metodoloxias propostas para cada
tipo de mostra, tendo en conta o proceso global.

O tempo requerido para a preconcentracion € o mesmo en tédolos casos
de maneira que a frecuencia de mostraxe vai depender do tempo de

extraccion. Os resultados recdllense na Taboa 209.

Taboa 209. Frecuencia de mostraxe obtida coas diferentes metodoloxias

propostas para cada tipo de mostra

. Tempo de sonicacion Frecuencia de mostraxe
Tipo de mostra

(min) (mostras/h)
Moluscos e peixes 2 16
Vexetais 2 16
Carnes 2 16
Froitos secos 1 23
Legumes 2,5 14
Cereais e derivados 4,5 9
Queixos e derivados 0.5 28
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5.2 Chumbo

5.2.1 Curvas de calibrado

Os calibrados directo e FIA e o axuste por Minimos Cadrados dos mesmos
mostranse na Tdboa 210. Para readlizar estes calibrados, empregdronse o0s
patréns metdlicos indicados na pdxina 80. Hai que distinguir entre o sistema
proposto para a determinacion de chumbo en moluscos e peixes (1 Unica
minicolumna, Figura 12) e o sistema proposto para a determinacién do
chumbo no resto de matrices sélidas de natureza alimenticia, (duas
minicolumnas conectadas en serie (Figura 13) e onde se realizan duas

extracciéns sucesivas).

Taboa 210. Calibrados directo e FIA para o chumbo. Axuste dos mesmos

mediante o método de Minimos Cadrados.

CALIBRADO DIRECTO CALIBRADO FIA® CALIBRADO FIAP
[Pb] [Pb] [Pb]
Absorbancia Absorbancia Absorbancia
(ug/ml) (ug/mlL) (ug/mL)
0 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
5 0,055 0,05 0,007 0,025 0,007
10 0,109 0,10 0,013 0,050 0,013
15 0,165 0,15 0,020 0,075 0,020
20 0,220 0,20 0,026 0,100 0,026
Axuste por Minimos Cadrados Calibrado
Calibrado FIA® Calibrado FIAP
directo
Ordenada na orixe (0) -2,0x104 2,0 x10+ 2,0 x10+
Pendente (m) 0,01 0,13 0,26
Coeficiente de correlacion (r) 0,999 0,999 0,999

a Metodoloxia proposta para a determinacién de chumbo en moluscos e peixes
b Metodoloxia proposta para a determinacién de chumbo no resto de matrices sélidas de

natureza alimenticia
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5.2.2 Caracteristicas analiticas das resinas de preconcentracion

As caracteristicas analiticas propias das resinas quelantes, como son a
capacidade da resina e o factor de preconcentracion, recdllense na Taboa
211. Como pode verse na tdboa, o factor de preconcentracion varia da
metodoloxia proposta para a determinacion de chumbo en mostras de
moluscos e peixes & metodoloxia proposta para a determinacion do metal no

resto das matrices sélidas de natureza alimenticia.

Taboa 211. Caracteristicas analiticas das resinas

S Factor de preconcentracion Capacidade da resina
Sistema A Sistema B (umol Pb/g resina)
Chelite P 13,0 26,0 32,9
Serdolit Che 14,0 28,0 14,3

A: sistema proposto para a determinacién de chumbo en mostras de moluscos e peixes

B: sistema proposto para a determinacion de chumbo no resto de matrices

5.2.3 Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas

Calculdronse os limites de deteccion e cuantificacion, a sensibilidade para un
1 % de absorcidon e o intervalo lineal tendo en conta a canfidade de mostra
empregada e o volume de disolucidon extractante, indicados nas diferentes
metodoloxias para a determinacidn do chumbo en mostras de natureza

alimenticia. Os resultados obtidos recollense na Tadboa 212.
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Tdboa 212. Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas para a

determinacion de chumbo en cada tipo de mostra.

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (ng/9) (no/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0800 0,25 0,92 0,81 0,92-42,27
Vexetais 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
Carnes 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
Froitos secos 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
Legumes 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
Cereais e
0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
derivados
Queixos e
0,3200 0,06 0,23 0,20 0,23-10,57
derivados

5.2.4 Precision
Unha vez optimizados os procesos de extraccion do chumbo nas diferentes
mostras de alimentos, realizouse un estudio da precisibn dos mesmos. Para
realizar este estudio levouse a cabo 11 veces a andlise do chumbo en cada
un dos tipos de mostra nas condicidéns éptimas. As mostras ou materiais de
referencia certificados empregados neste estudio son as mesmas que se
utilizaron durante a optimizacion da extraccion (Tdboa 122, pdxina 201).
Excepto no caso das mostras de moluscos e peixes, realizouse a adicion de 0,2
Mg de Pb.

A partir dos resultados obtidos calculouse a desviacion estdndar e o

coeficiente de variacion, que se recollen na Tadboa 213.
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Tdboa 213. Estudio da precision das metodoloxias propostas para a

determinacion do chumbo nos diferentes tipos de mostras de alimentos

Cantidade de mostra Coeficiente de variacion

Mostra
(9) (%)
Moluscos e peixes 0,0800 2,4
Vexetais 0,2400 2,1
Carnes 0,2400 2,9
Froitos secos 0,2400 2,7
Legumes 0,2400 2,6
Cereais e derivados 0,2400 3.6
Queixos e derivados 0,3200 2,5

5.2.5 Exactitude
A avadliacién da exactitude das metodoloxias propostas levouse a cabo
realizando dous tipos de estudios:

- Recuperacion das metodoloxias propostas

- Andlise de materiais de referencia

5.2.5.1 Recuperacion das metodoloxias propostas
Para realizar este estudio analizouse unha mostra de cada tipo de matriz (as
mesmas mostras empregadas na optimizaciéon e a cantidade mdxima das
mesmas). As andlises realizdronse por duplicado, empregando unha disolucion
extractante contendo diferentes concentraciéns de chumbo en cada caso.
Unha vez obtidos os datos experimentais calculouse o % Recuperacion en
cada caso (paxina 322).

Os datos obtidos para cada unha das mostras e os % Recuperacion obtidos
recollense na Tdboa 214.

Realizouse un axuste das rectas de adicidn por Minimos Cadrados, e

observouse que son totalmente paralelas & recta de calibrado do método,
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para tédolos tipos de mostras, como se pode ver nas Figuras 46 e 47, para o
caso das mostras de moluscos e peixes e vexetais (sistemas con 1 ou 2
minicolumnas, respectivamente). O paralelismo destas rectas comprobouse
estatisticamente mediante o programa ULC (Univariate Linear Calibration)
[155]. Este paralelismo indica que non hai efecto matriz nas determinacions de

chumbo realizadas.
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Taboa 214. Estudio de recuperacién das metodoloxias propostas para a

determinacion de chumbo en mostras de natureza alimenticia

Mostra | Adicion bancia Recuperacione Recta de adicién
(ug/mL) (%) Ordenada Pendente r
0 0,010 1013
Moluscos 0.05 0,017 102,0
098 0921 1025 10,1x103 0,13 0998
e peixes 0,10 0,023 97,0 ’ , .
0,12 0,027 104,2
0,15 0,030 973
0 0,004 106,0
0,025 0,010 96,4
Vexetais | 0.040 0,014 948 »
0,050 0,018 100,0 3,9 x103 0,26 0,996
0,060 0,020 96,2
0,075 0,023 94.9
0 0,004 101,5
0,025 0,010 93,2
Carnes 0,040 0,014 99,5 ]
0,050 0,017 98,4 36x103 027 0999
0,060 0,020 98,5
0,075 0,024 100,9
0 0,004 102,6
Froitos g,gig 8'8}; 19091'65
secos 0,050 0,018 102.6 4,2x103 0,27 0,999
0,060 0,021 101.3
0,075 0,024 97.9
0 0,005 103,7
0,025 0,012 98.8
0,040 0,017 106,5
Legumes | )5o 0,019 100,0 52x10% 028 0998
0,060 0,021 98,7
0,075 0,026 1008
0 0,003 104,2
Cereais e 0,025 0,010 104,0
0040 0014 102,35 3,1 x10° 026 0,999
derivados| 0,050 0,016 95,8 ' : .
0,060 0,019 96,0
0,075 0,023 99,1
0 0,008 102,0
Queixos | 025 0,015 103.6
e 0,040 0,019 102,0 ]
. 0.050 0.022 018 82x10° 027 0999
derivados | () 040 0,025 1047
0,075 0,028 98.9

a A andlise fixose por duplicado, de maneira que o resultado indicado é a media dos
dous resultados obftidos.
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Figura 46. Recta de calibrado do chumbo e recta de adicién deste metal

sobre as mostras de moluscos e peixes .

0,03 -

+ Fecta de calibrado
® Fecta de adicion

Absorbancia

[:I b T T 1
0 0,05 0.1 0%

[Pb] (ng/ml)

Figura 47. Recta de calibrado do chumbo e recta de adicién deste metal
sobre as mostras de vexetais (sistema con duas minicolumnas e duas

extracciéns sucesivas).
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5.2.5.2 Andlise de materiais de referencia
Para calcular a exactitude do método proposto, ademais do estudio de
recuperacion, empregdronse materiais de referencia para os tipos de matrices
nos cales se atopaba certificada a concentraciéon do chumbo: moluscos e
peixes, vexetais, carnes e cereqis e derivados. Para realizar este estudio,
levouse a cabo a andlise por triplicado dos materiais de referencia, nas
condiciéns optimas. No caso do material de referencia para os vexetais,
debido & elevada concentracién de chumbo no mesmo, en referencia &
concentraciéon do metal nas mostras, realizouse unha Unica extraccion co
sistema proposto e sen adicion de chumbo.

Na Tdboa 215 recdllense os resultados obtidos. Como pode observarse, a
concentraciéon de chumbo obtida polo método proposto atépase dentro do
intervalo certificado. Pode concluirse, polo tanto, que as metodoloxias

propostas son exactas.

Taboa 215. Estudio da exactitude empregando materiais de referencia

Cantidade Adicion

Material de [Pb]certificada [Pb]obtida
Mostra . de mostra de Pb
referencia (ng/9) (ng/9)
(9) (ug)
Moluscos | Mexillon CRM
0,0800 0 2,00 £ 0,04 1,99 £ 0,06
e peixes 278Ra
Té NCS DC
Vexetais 0,1200 0 4,4+0,2 43+0,2
73351p
Rindn de porco
Carnes 0,2400 0,2 0,306 £ 0,011 0,30+ 0,01
BCR-186¢
Cereais e | Farina integral
0,2400 0,2 0,379 £0,012 0,39 +0,02
derivados BCR-189%¢

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b NCS: China National Analysis Center for Iron and Steel
¢ BCR: Community Bureau of Reference
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Por ultfimo, calculouse a desviacidn media e estableceuse o intervalo de

confianza para cada tipo de mostra, que se recolle na Taboa 216.

Taboa 216. Intervalo de confianza obtido para cada tipo de mostra

— Cantidade de mostra [Pb] £ o° [Pb] £ omt

(9) (ng/9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0800 2,00 £ 0,040 1,94 £ 0,06
Vexetais 0,2400 0,26 £ 0,01 0,26 £ 0,01
Carnes 0,2400 0,22 +0,01 0,22 +0,01
Froitos secos 0,2400 0,26 £0,01 0,26 £0,01
Legumes 0,2400 0,32+ 0,01 0,33+ 0,01
Cereais e derivados 0,2400 0,21 £0,01 0,21 £0,01
Queixos e derivados 0,3200 0,34 £0,01 0,39 £ 0,01

a [Pb] certificada nos casos nos que se emprega un material de referencia ou
determinada mediante o método de referencia (pdxina 86)

b Concentracién certificada

t: valor do Test t-Student para 11 mostras (2,23)

5.2.6 Frecuencia de mostraxe

Calculouse a frecuencia de mostraxe das metodoloxias propostas para cada
tipo de mostra, considerando o proceso global, dende a extraccion &
deteccion do chumbo.

O tempo requerido para a preconcentracién € de 0,83 minutos para as
mostras de moluscos e peixes e de 1,67 minutos para o resto de maftrices
solidas. Excepto para os moluscos e peixes, para o resto de matrices e debido
d baixa concentracidn do chumbo nas mesmas, € preciso realizar duas
extracciéns consecutivas, de maneira que as frecuencias de mostraxe obtidas
para este metal serdn moito mdis baixas que as obtidas para o cadmio. Na

Taboa 217 recdllense as frecuencias de mostraxe obtidas en cada caso.
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Taboa 217. Frecuencia de mostraxe obtida coas diferentes metodoloxias

propostas para cada tipo de mostra

Tempo de sonicacion

Tipo de mostra

Frecuencia de mostraxe

(min) (mostras/h)
Moluscos e peixes 3 14
Vexetais 1,5 11
Carnes 2,5 8
Froitos secos 1 14
Legumes 3.5 6
Cereais e derivados 3.5 6
Queixos e derivados 1 14

5.3 Cobalto

5.3.1 Curvas de calibrado

Os calibrados directo e FIA e o axuste por Minimos Cadrados dos mesmos

mostranse na Tdboa 218. Para readlizar estes calibrados, empregdronse o0s

patrons metdlicos indicados na paxina 81.

Tdboa 218. Calibrados directo e FIA para o cobalto. Axuste dos mesmos

mediante o método de Minimos Cadrados.

CALIBRADO DIRECTO CALIBRADO FIA
[Co] (ug/mL) Absorbancia [Co] (ng/mL) Absorbancia
0,0 0,000 0,000 0,000
0,5 0,016 0,010 0,004
1.0 0,032 0,020 0,008
2,0 0,065 0,030 0,012
3,5 0,115 0,035 0,014
Axuste por Minimos Cadrados Cdlibrado directo Cdlibrado FIA
Ordenada na orixe (0) -4,5x104 0
Pendente (m) 0,03 0,40
Coeficiente de correlacion (r) 0,999 0,999
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5.3.2 Caracteristicas analiticas das resinas de preconcentracion
As caracteristicas analiticas propias das resinas quelantes, a capacidade da

resina e o factor de preconcentracion, recdllense na Taboa 219.

Taboa 219. Caracteristicas analiticas das resinas

Capacidade da resina

Resina Factor de preconcentracion
(umol Co/g resina)
Chelite P 13,3 17,7
Serdolit Che 14,3 12,6

5.3.3 Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas

Calculdronse os limites de deteccion, cuantificacion, sensibilidade para o 1 %
de absorcion e intervalo lineal tendo en conta a cantidade de mostra
empregada e o volume de disolucion extractante. Os resultados obtidos

recollense na Taboa 220.

Taboa 220. Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas para a

determinacion de cobalto en cada tipo de mostra.

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Peixes e moluscos 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
Vexetais 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
Carnes 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
Froitos secos 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
Legumes 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
Cereais e
0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
derivados
Queixos e
0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
derivados
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5.3.4 Precision
Estudiouse a precisidon do proceso global. Para realizar este estudio levouse a
cabo 11 veces a andlise do cobalto en cada un dos tipos de mostra nas
condicions optimas. As mostras ou materiais de referencia certificados
empregados neste estudio son as mesmas que se Uutilizaron durante a
optimizacién da extraccion (Tdboa 141, pdxina 231).

A partir dos resultados obtidos calculouse a desviacion estdndar e o

coeficiente de variacion, que se recollen na Tadboa 221.

Tadboa 221. Estudio da precision das metodoloxias propostas para a

determinacion do cobalto nos diferentes tipos de mostras de alimentos

Cantidade de mostra Coeficiente de variacion

Mostra
(9) (%)
Moluscos e peixes 0,0600 2,0
Vexetais 0,0600 3.2
Carnes 0,0600 2,7
Froitos secos 0,0600 2,3
Legumes 0,0600 2,9
Cereais e derivados 0,0600 3.5
Queixos e derivados 0,0600 3,1

5.3.5 Exactitude

No caso do cobalto e debido a que non se dispdn de materiais de referencia
que certifiquen a concentraciéon do metal, a avaliacidn da exactitude das
metodoloxias propostas levouse a cabo realizando Unicamente o estudio de

recuperacion.
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5.3.5.1 Recuperacion das metodoloxias propostas

Para realizar este estudio analizouse unha mostra de cada tipo de matriz.
Empregdronse as mesmas mostras da optimizaciéon. Tendo en conta que a
preconcentracion do cobalto se optimizou para unha cantidade mdxima do
metal de 0,08 ug e a concentracion de cobalto nas mostras, a cantidade
mdxima de mostra que se utilizou para este estudio foi de 50 mg para as
mostras de froitos secos e legumes e 40 mg para as restantes mostras. As
andlises realizéronse por duplicado, empregando unha disolucion extractante
contendo diferentes concentracions de cobalto en cada caso. Unha vez
obtidos os datos experimentais calculouse o % Recuperacion en cada caso
(pdxina 322).

Os datos obtidos para cada unha das mostras e os % Recuperacion obtidos
recollense na Taboa 222.

Realizouse un axuste das rectas de adicion por Minimos Cadrados, e
observouse que son totalmente paralelas & recta de caliborado do método
para tdédolos tipos de mostras. Na Figura 48, mostranse ambas rectas para o
caso das mostras de legumes. O paralelismo destas rectas comprobouse
estatisicamente mediante o programa ULC (Univariate Linear Calibration)
[155]. Este paralelismo indica que non hai efecto matriz nas determinaciéons de

cobalto realizadas.
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Taboa 222. Estudio de recuperaciéon das metodoloxias propostas para a

determinacion de cobalto en mostras de natureza alimenticia

Mostra Adicion Absorbancia Recuperacion® Recta de adicion
(Mg/mL) (%) Ordenada Pendente r
0 0,008 105,6
Moluscos | 0905 0,010 104,0
0010 0012 104.0 78x105 044 099
e peixes | 0,012 0,013 105,0 ' ' '
0,015 0,014 105.3
0,020 0,017 106,5
0 0,007 103,9
0,005 0,009 102,0
Vexetais | 0.010 0,011 103,0 ]
0012 0012 1050 6,8 x103 0.44 0,996
0,015 0,013 104,7
0,020 0,016 107,5
0 0,008 101,1
0,005 0,009 94,0
Carnes | 0010 0,012 97,0 ]
0012 0013 083 7,6 X103 042 0,991
0,015 0,014 101,3
0,020 0,016 97,5
0 0,008 103,6
froltos | 0010 0017 9y
secos | 0,012 0,013 102,5 80x10® 042 0992
0,015 0,015 102,7
0,020 0,016 98,0
0 0,008 95,5
0,005 0,010 98,0
0,010 0,012 95,0
Legumes 0.012 0013 95.0 8,0x103 0,40 0,999
0,015 0,014 94,7
0,020 0,016 94,0
0 0,007 101,8
Cereaise| 000° 0,009 102,0
0010 0011 104.0 70x10° 042 0992
derivados| 0,012 0,012 100,8 ' ' ’
0,015 0,014 103,3
0,020 0,015 99,0
0 0,008 101,0
Queixos | 0,005 0,009 94,0
e 0,010 0,012 96,0 ]
. 0012 0013 083 7,6 X103 042 0,991
derivados| (015 0,014 98,7
0,020 0,016 96,5

a A andlise fixose por duplicado, de maneira que o resultado indicado é a media dos
dous resultados obftidos.
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Figura 48. Recta de calibrado do cobalto e recta de adicion deste metal sobre

as mostras de legumes.

Por Ulfimo, calculouse a desviacidn media e estableceuse o intervalo de

confianza para cada tipo de mostra, que se recolle na Taboa 223.

Taboa 223. Intervalo de confianza obtido para cada un dos tipos de mostra

— Cantidade de mostra [Co] £ o° [Co] £ omt
(9) (ng/9) (ng/9)

Moluscos e peixes 0,0600 0,93 +£0.,01 0,94 £ 0,01
Vexetais 0,0600 0,80 +£ 0,01 0,80 £0,02
Carnes 0,0600 0,88+ 0,02 0,85+0,02
Froitos secos 0.0600 0,77 £0,01 0,78 £ 0,01
Legumes 0,0600 0,75+0,01 0,74 +0,02
Cereais e derivados 0,0600 0,86 £ 0,02 0,87 £0,03
Queixos e derivados 0,0600 0.87 £0,01 0,86 £ 0,02

a [Co] determinada mediante o método de referencia (pdxina 86)
t: valor do Test t-Student para 11 mostras (2,23)
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5.3.6 Frecuencia de mostraxe

Calculouse a frecuencia de mostraxe do método proposto para cada tipo de
mostra, considerando o proceso global, dende a extraccién & deteccién do
cobalto. Como o tempo requerido para a preconcentracion € o mesmo en
tddolos casos, a frecuencia de mostraxe dependerd do tempo de sonicacion.
Os resultados recodllense na Taboa 224. Como pode observarse, & posible

realizar ata 23 andlises por hora.

Taboa 224. Frecuencia de mostraxe obtida coas diferentes metodoloxias

propostas para cada tipo de mostra

. Tempo de sonicacion Frecuencia de mosiraxe
Tipo de mostra

(min) (mostras/h)
Moluscos e peixes 2 16
Vexetais 1,5 19
Carnes 2 16
Froitos secos 1,5 19
Legumes 1,5 19
Cereais e derivados 2 16
Queixos e derivados 1 23

5.4 Cromo

5.4.1 Curvas de calibrado

Os calibrados directo e FIA e o axuste por Minimos Cadrados dos mesmos
mostranse na Tdboa 225. Para readlizar estes calibrados, empregdronse o0s

patrons metdlicos indicados na pdxina 81.
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Tdboa 225. Cdalibrados directo e FIA para o cromo. Axuste dos mesmos

mediante o método de Minimos Cadrados.

CALIBRADO DIRECTO

CALIBRADO FIA

[Cr] (ug/mL) Absorbancia [Cr] (ug/mL) Absorbancia
0,0 0,000 0,000 0,000
1,0 0,026 0,020 0,008
2,0 0,052 0,040 0,016
3.5 0,090 0,060 0,024
50 0,130 0,075 0,029

Axuste por Minimos Cadrados

Calibrado directo Calibrado FIA

Ordenada na orixe (0)
Pendente (m)

Coeficiente de correlacioén (r)

-2,5 x10° 1,9 x104
0,03 0.39
0,999 0,999

5.4.2 Caracteristicas analiticas das resinas de preconcentracion

As caracteristicas analiticas propias das resinas quelantes, a capacidade da

resina e o factor de preconcentracion, recdllense na Taboa 226.

Taboa 226. Caracteristicas analiticas das resinas

Capacidade da resina

Resina Factor de preconcentracion
(umol Cr/g resina)
Chelite P 10,7 18,2
Serdolit Che 13,0 13,9

5.4.3 Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas

Calculdronse os limites de deteccion, cuantificacion, sensibilidade para o 1 %

de absorcion e intervalo lineal tendo en conta a cantidade de mostra

empregada e o volume de disolucion extractante indicados nas diferentes

metodoloxias propostas para a determinacion do cromo nas mostras de

alimentos obxecto de estudio. Os resultados obtidos recdllense na Tdboa 227.
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Tdboa 227. Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas para a

determinacion de cromo en cada tipo de mostra.

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostira de mostra lineal
(vg/g) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
Vexetais 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
Carnes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
Froitos secos 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
Legumes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
Cereais e
0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
derivados
Queixos e
0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
derivados

5.4.4 Precision

Estudiouse a precisidon do proceso global. Para iso, realizdronse 11 andlises para
cada tipo de mostra. Empregdronse as mesmas mostras e cantidades que
durante a optimizacion (Taboa 160, pdxina 257). Calculouse a desviacion

estdndar e o coeficiente de variacion (Taboa 228).

Tdboa 228. Estudio da precision das metodoloxias propostas para a

determinacion do cromo nos diferentes tipos de mostras de alimentos

Cantidade de mostra Coeficiente de variacion

Mostra
(9) (%)
Moluscos e peixes 0,0600 2,7
Vexetais 0,0600 2,0
Carnes 0,0600 2,2
Froitos secos 0,0600 2,0
Legumes 0,0600 3.1
Cereais e derivados 0,0600 3.5
Queixos e derivados 0,0600 3,4
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5.4.5 Exactitude
A avadliacion da exactitude das metodoloxias propostas levouse a cabo
realizando dous tipos de estudios:

- Recuperacion das metodoloxias propostas

- Andlise de materiais de referencia

5.4.5.1 Recuperacion das metodoloxias propostas

Para realizar este estudio analizouse unha mostra de cada tipo de matriz (as
mesmas mostras e cantidade empregadas durante a optimizacion). As
andlises realizGronse por duplicado, empregando unha disolucion extractante
contendo diferentes concentraciéns de cromo en cada caso. Unha vez
obtidos os datos experimentais calculouse o % Recuperacion en cada caso
(pdxina 322).

Os datos obtidos para cada unha das mostras e os % Recuperacion obtidos
recollense na Taboa 229.

Realizouse un axuste das rectas de adicion por Minimos Cadrados e
observouse que son totalmente paralelas & recta de caliborado do método
para tédolos tipos de mostras, como se pode ver na Figura 49, para o caso das
mostras de carnes. O paralelismo destas rectas comprobouse estatisticamente
mediante o programa ULC (Univariate Linear Calibration) [155]. Este
paralelismo indica que non hai efecto matriz nas determinaciéns de cromo

realizadacs.
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Taboa 229. Estudio de recuperacién das metodoloxias propostas para a

determinacidn de cromo en mostras de natureza alimenticia

Mostra Adicion Absorbancia Recuperacion® Recta de adicion
(Mg/mL) (%) Ordenada Pendente r
0 0,009 100,9
Moluscos | 0010 0,013 105,0
0,020 0017 104,5 90x10° 040 0999
e peixes | 0,030 0,021 104,0 ' ' '
0,040 0,025 102,5
0,050 0,029 103,6
0 0,009 100,0
0,010 0,013 98,0
Vexetais | 0.020 0,016 94,0 ]
0030 0020 067 8,9 x10°3 038 0,999
0,040 0,024 95,7
0,050 0,028 98,6
0 0,011 100,7
0,010 0,014 98,0
Cames | 0020 0,018 96,0 !
0030 002 063 10,5 x10°3 039 0999
0,040 0,026 101,5
0,050 0,030 100,2
0 0,009 100,0
froltos | 00 0015 o5
secos | 0,030 0,021 103,3 89x10° 039 0998
0,040 0,025 102,7
0,050 0,028 97,8
0 0,010 97,3
0,010 0,014 97,0
0,020 0,017 95,5
Legumes 0.030 0.021 97 3 9,9 x103 0,39 0,998
0,040 0,026 100,5
0,050 0,029 96,6
0 0,010 98,8
Cereaisa| 0010 0,014 95,0
0020 0018 100.0 100x10° 039 0998
derivados| 0,030 0,021 98,7 ' ' ’
0,040 0,025 95,3
0,050 0,030 102,2
0 0,010 102,4
Queixos | 0,010 0,014 99,0
e 0,020 0,018 100,5 !
. 0030 002 1030 10,0 X103 0,40 0,999
derivados| 040 0,026 104,2
0,050 0,030 102,4

a A andlise fixose por duplicado, de maneira que o resultado indicado é a media dos
dous resultados obftidos.
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Figura 49. Recta de calibrado do cromo e recta de adicidon deste metal sobre

as mostras de carnes.

5.4.5.2 Andlise de materiais de referencia
Para calcular a exactitude do método proposto, ademais do estudio de
recuperacion, levouse a cabo a determinacién do cromo nos materiais de
referencia para os tipos de maftrices nos cales se atopaba cerfificada a
concentracién do metal. No caso do cromo, atdpase certificada a
concentracidn do metal nas mostras de moluscos e peixes e vexetais. Para
realizar este estudio, levouse a cabo a andlise por triplicado dos materiais de
referencia, nas condicidns dptimas.

Na Taboa 230 recodllense os resultados obtidos. Como pode observarse, a
concentraciéon de cromo obtida polo método proposto atdépase dentro do
intervalo certificado. Pode concluirse, polo tanto, que as metodoloxias

propostas son exactas.
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Taboa 230. Estudio da exactitude empregando materiais de referencia

Cantidade
[Cr]certificada [Cr]obtida
Mostra Material de referencia de mostra
(ug/9) (ng/9)
(9)
Moluscos ]
. Mexilldbn CRM 278Re 0,0600 0,78 + 0,06 0,77+ 0,03
e peixes
Vexetais Té NCS DC 73351b 0,0600 0,80+ 0,02 0,81 £ 0,03

a CRM: Certified Reference Material, from Community Bureau of Reference
b NCS: China National Analysis Center for Iron and Steel

Por Ultimo, calculouse a desviacidon media e estableceuse o intervalo de
confianza para cada tipo de mostra. Os resultados obtidos recdllense na

Taboa 231.

Tdboa 231. Intervalo de confianza obtido para cada un dos tipos de mostra

S Cantidade de mostra [Cr] + o° [Cr] = omt
(9) (ng/9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,78 £ 0,06k 0,76 £0,02
Vexetais 0,0600 0,80 + 0,020 0,78+ 0,01
Carnes 0,0600 0,92 +0,02 0,89 £ 0,01
Froitos secos 0,0600 0,76 £0,01 0,77 £0,01
Legumes 0,0600 0,83+ 0,01 0,84 +0,02
Cereais e derivados 0,0600 0,85+0,02 0,84 +0,03
Queixos e derivados 0,0600 0.86 £0,02 0.85+0,03

a [Cr] certificada nos casos nos que se emprega un material de referencia ou

determinada mediante o método de referencia (pdxina 86)

b Concentracion certificada

t: valor do Test t-Student para 11 mostras (2,23)

5.4.6 Frecuencia de mostraxe

Calculouse a frecuencia de mostraxe do método proposto para cada tipo de

mostra considerando o proceso global. Os resultados, que se recollen na

Taboa 232, indican andlises bastante rapidas, de ata 23 mostras/h.
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Taboa 232. Frecuencia de mostraxe obtida coas diferentes metodoloxias

propostas para cada tipo de mostra

Tempo de sonicacion Frecuencia de mostraxe

Tipo de mostra

(min) (mostras/h)
Moluscos e peixes 2,5 13
Vexetais 1 19
Carnes 2 14
Froitos secos 1 19
Legumes 2 14
Cereais e derivados 2,5 13
Queixos e derivados 0.5 23

5.5 Niquel

5.5.1 Curvas de calibrado

Os calibrados directo e FIA e o axuste por Minimos Cadrados dos mesmos

mostranse na Tdboa 233. Para readlizar estes calibrados, empregdronse 0s

patréns metdlicos indicados na pdxina 81.

Tdboa 233. Calibrados directo e FIA para o niquel. Axuste dos mesmos

mediante o método de Minimos Cadrados.

CALIBRADO DIRECTO

CALIBRADO FIA

[Ni] (ng/mL) Absorbancia [Ni] (ng/mL) Absorbancia
0,0 0,000 0,000 0,000
0,5 0,016 0,010 0,005
1.0 0,033 0,020 0,010
1.5 0,049 0,030 0,015
2,0 0,065 0,040 0,020
Axuste por Minimos Cadrados Cdlibrado directo Calibrado FIA
Ordenada na orixe (0) 0 0
Pendente (m) 0,03 0,50
Coeficiente de correlacion (r) 0,999 0,999
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5.5.2 Caracteristicas analiticas das resinas de preconcentracion
As caracteristicas analiticas propias das resinas quelantes, a capacidade da
resina e o factor de preconcentracion, recdllense na Taboa 234.

Taboa 234. Caracteristicas analiticas das resinas

Capacidade da resina

Resina Factor de preconcentracion
(umol Ni/g resina)
Chelite P 15,3 10,0
Serdolit Che 16,6 9.2

5.5.3 Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas

Calculdronse os limites de deteccidon, cuantificacion, sensibilidade para o 1 %
de absorcién e intervalo lineal tendo en conta a cantidade de mostra
empregada e o volume de disolucion extractante indicados nas diferentes
metodoloxias propostas para a determinacion do niquel nas mostras sélidas de

natureza alimenticia obxecto de estudio e mdstranse na Taboa 235.

Tdboa 235. Caracteristicas analiticas das metodoloxias propostas para a

determinacion de niquel en cada tipo de mostra.

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ug/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
Vexetais 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
Carnes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
Froitos secos 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
Legumes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
Cereais e
0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
derivados
Queixos e
0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
derivados
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5.5.4 Precision

Estudiouse a precisidon do proceso global. Para iso, realizdronse 11 andlises para
cada tipo de mostra. Empregdronse as mesmas mostras e cantidades que
durante a optimizaciéon (Tdboa 179, pdxina 284). Dos resultados obtidos
calculouse, 6 igual que nos outros metais, a desviacion estdndar e o

coeficiente de variacion (Tadboa 236).

Tadboa 236. Estudio da precision das metodoloxias propostas para «

determinacion do niquel nos diferentes tipos de mostras de alimentos

Cantidade de mostra Coeficiente de variacion

Mostra
(9) (%)
Moluscos e peixes 0,0600 3.5
Vexetais 0,0600 2.4
Carnes 0.0600 2,9
Froitos secos 0,0600 2,9
Legumes 0,0600 2,0
Cereais e derivados 0,0600 2,2
Queixos e derivados 0,0600 2,0

5.5.5 Exactitude
A avaliacidon da exactitude das metodoloxias propostas levouse a cabo
realizando dous tipos de estudios:

- Recuperacién das metodoloxias propostas

- Andlise de materiais de referencia

5.5.5.1 Recuperacion das metodoloxias propostas
Para realizar este estudio analizouse unha mostra de cada tipo de matriz (as

mesmas mostras e cantidade empregadas durante a optimizacién). As
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andlises realizdronse por duplicado, empregando unha disolucion extractante
contendo diferentes concenfracions de niquel en cada caso. Unha vez
obtidos os datos experimentais calculouse o % Recuperacion (pdxina 322).

Os datos obtidos para cada unha das mostras e os % Recuperacion obtidos
recollense na Taboa 237.

Realizouse un axuste das rectas de adicidon por Minimos Cadrados e
observouse que son totalmente paralelas & recta de calibrado do método
para tédolos tipos de mostras, como se pode ver na Figura 50, para o caso das
mostras de froitos secos. O paralelismo destas rectas comprobouse
estatisicamente mediante o programa ULC (Univariate Linear Calibration)
[155]. Este paralelismo indica que non hai efecto matriz nas determinaciéns de

niquel realizadas.

0,025 4

0.02 1

0,075 1
+ Fecta de calibrado

B Fecta de adicidn

0,01 1

Absorbancia

0,008

I:I T T T T 1
0 001 ooz o0z 004 005

[Ni] (rg/9)

Figura 50. Recta de calibrado do niquel e recta de adicion deste metal sobre

as mostras de froitos secos.
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Tdboa 237. Estudio de recuperacion das metodoloxias propostas para a

determinacion de niquel en mostras de natureza alimenticia

Mostra Adicién Absorbancia Recuperacion® Recta de adicion
(ug/mL) (%) Ordenada Pendente r
0 0,012 100,0
Moluscos | 005 0,014 104,0
0.008 0016 102,5 119x10° 049 0995
e peixes | 0,010 0,017 96,0 ' ' '
0,012 0,018 104,2
0,015 0,019 96,7
0 0,014 102,8
0,005 0,016 102,0
Vexetais | 0.008 0,018 98,7 !
0070 0019 010 13,9 x103 049 0,995
0,012 0,020 96,7
0,015 0,021 101,3
0 0,013 102,6
0,005 0,015 104,0
Carnes | 0.008 0,017 103,7 ]
0010 0018 1030 12,9 x103 049 0,995
0,012 0,019 105,0
0,015 0,020 102,7
0 0,013 100,0
e 1000
secos | 0,010 0,018 105,0 129102 049 0995
0,012 0,019 100,0
0,015 0,020 96,0
0 0,013 97,7
0,005 0,015 100,0
0,008 0,017 102,5
Legumes 0,010 0018 98.0 12,9 x103 0,49 0,995
0,012 0,019 95,8
0,015 0,020 96,0
0 0,011 101,3
Cereaise | 000° 0,013 100,0
0.008 0015 1050 109x10° 049 0995
derivados| 0,010 0,016 104,0 ’ ’ ’
0,012 0,017 104,2
0,015 0,018 100,0
0 0,009 99,5
Queixos | 0,005 0,011 102,0
e 0,008 0,013 102,5 !
. 0070 0014 98,0 8,9 x10 049 0,995
derivados| (019 0,015 99,2
0,015 0,016 96,0

a A andlise fixose por duplicado, de maneira que o resultado indicado é a media dos
dous resultados obtidos.
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5.5.5.2 Andlise de materiais de referencia

Para calcular a exactitude do método proposto, ademais do estudio de
recuperacion, realizouse a andlise de materiais de referencia, no caso das
matrices para as cales se atopa certificada a concentracidén do niquel, como
€ o caso dos vexetais. Debido a que a concentracidon do metal neste material
de referencia é moi elevada, a andlise realizouse cunha cantidade mdxima
de 17 mg. No caso das carnes e cereaqis, existe unha concentracion
aproximada de niguel no material de referencia. Nestes casos, e posto que
dita concentracion é proxima 6 limite de cuantificacion, realizGronse diuas
extracciéns sucesivas; € dicir, empregdronse 120 mg de mostra. As andlises, en
condiciéns 6ptimas, realizdronse por triplicado e os resultados recdllense na

Taboa 238. Pode concluirse que as metodoloxias propostas son exactas.

Tdboa 238. Estudio da exactitude empregando materiais de referencia

Cantidade . .
[Ni]certiticada [Ni]obtida
Mostra Material de referencia de mostra
(ug/9) (ng/9)
(9)
Vexetais Té NCS DC 73351¢ 0,0170 4,6 +0,3 4,26 +0,38
Carnes | Rindn de porco BCR-186P 0,1200 0,420¢< 0,44 £ 0,01
Cereais e
Farina integral BCR-18%% 0,1200 0,380¢ 0,38 £ 0,01
derivados

a NCS: China National Analysis Center for Iron and Steel
b BCR: Community Bureau of Reference
¢ Concentracién aproximada de niquel

Calculouse tamén a desviacion media e o intervalo de confianza obtido para

cada tipo de mostra. Os resultados obtidos recollense na Taboa 239.
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Taboa 239. Intervalo de confianza obtido para cada un dos tipos de mostra

— Cantidade de mostra [Ni] £ o@ [Ni] £ omt

(9) (ng/9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,80 £ 0,01 0,82+0,03
Vexetais 0,0600 0,97 £ 0,02 0,99 £ 0,02
Carnes 0,0600 0,91 +£0,01 0,91 +£0,02
Froitos secos 0.0600 0,20+ 0,01 0.89 £0,02
Legumes 0,0600 0,86 + 0,01 0,89 £ 0,01
Cereais e derivados 0,0600 0,78 £0,01 0,77 £0,01
Queixos e derivados 0.0600 0,61+ 0,01 0,63 0,01

a [Ni] determinada mediante o método de referencia (pdxina 86)

t: valor do Test t-Student para 11 mostras (2,23)

5.5.6 Frecuencia de mostraxe

Calculouse a frecuencia de mostraxe do método proposto para cada tipo de
mostra considerando o proceso global, dende a extraccion ata a deteccion
do niquel. Os resultados, que se recollen na Tdboa 240, indican andlises

bastante rapidas, de ata 28 mostras/h.

Taboa 240. Frecuencia de mostraxe obtida coas diferentes metodoloxias

propostas para cada tipo de mostra

. Tempo de sonicacion Frecuencia de mosiraxe
Tipo de mostra

(min) (mostras/h)
Moluscos e peixes 2,5 14
Vexetais 0.5 28
Carnes 3 13
Froitos secos 1,5 19
Legumes 1,5 19
Cereais e derivados 3 13
Queixos e derivados 0.5 28
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6. APLICACION DAS METODOLOXIAS PROPOSTAS:
Andlise de mostras reais dos diferentes tipos de
matrices alimenticias estudidadas aplicando os

sistemas FIA propostos.

As metodoloxias propostas aplicdronse & andlise de mostras reais de tédolos
tipos de matrices estudiados. Con ditas mostras realizouse, por unha parte, a
determinacion dos diferentes metais empregando o método de referencia
descrito anteriormente (pdxina 86), e por outra, a andlise das mesmas facendo
uso das metodoloxias propostas. As andlises realizdronse por triplicado en
toddolos casos e os resultados expresdronse como a media + desviacion
estdndar. Ademais, calculdronse os % Eficacia na extraccion obtidos cos
meétodos propostos con respecto & método de referencia, que resultaron ser
cuantitativos en tdédolos casos. Aplicouse o test-t de parellas a estes dous
grupos de datos experimentais e os resultados obtidos indican que a un nivel
de confianza do 95 %, as diferencias entre ambos grupos de datos
experimentais non son estatisticamente significativas, xa que en ningun caso o
valor da t calculada excede o valor da t critica. Polo tanto, as metodoloxias
propostas poden ser aplicadas & determinacion dos diferentes metais

estudiados en mostras reais de maneira satisfactoria.
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6.1 Determinacion do cadmio

Determinacion do cadmio en mostras de moluscos e peixes

Rivil

|
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I 51 ml.-;min |
|
|
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Figura 51. Sistema FIA empregado para a determinacién de cadmio en
mostras de moluscos e peixes indicando os valores Optimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucion extractante; Bl e B2, bombas
peristalticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccion; BU, bano de ultraséns; M,
minicolumna que contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcidén atdmica con chama.

Tadboa 241. Caracteristicas analiticas do método proposto para «
determinacion do cadmio en moluscos e peixes
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0800 0,01 0,05 0,03 0,05-2,43
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Taboa 242. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de moluscos e peixes. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Mexillén 1 0,49 £ 0,01 0,48 £ 0,01 98.0
Mexillén 2 0,53 + 0,02 0,53 + 0,02 100,0
Mexillén 3 0,54+ 0,02 0,56 £ 0,01 103,7
Mexillén 4 0,52+0,03 0,54+ 0,01 103,8
Mexilldn 5 0,53 £ 0,01 0,53 + 0,02 100,0
Mexilldn 6 0,48 £ 0,01 0,50 + 0,02 104,2
Mexillén 7 0,38 £0,02 0,38 £ 0,01 100,0
Mexillén 8 0,66 +0,01 0,65+ 0,01 98,5
Mexilldn 9 0,41 £0,02 0,40+ 0,01 97.6
Moluscos e Mexilldn 10 0,59 £ 0,01 0,58 £ 0,01 98.3
peixes Ameixas 1 0,13+£0,01 0,13+£0,01 100,0
Ameixas 2 0,18+ 0,01 0,18+0,02 100,0
AtUn 0,11+£0,01 0,11 +£0,01 100,0
Berberechos 0,11 +£0,01 0,12+ 0,01 109,1
Cangrexo 0,13+£0,01 0,14+ 0,01 107.7
Langostinos 0,13+£0,01 0,13+£0,01 100,0
Pescada 0,08 + 0,01 0,08 £ 0,01 100,0
Navallas 0,08 £ 0,01 0,08 £0,01 100,0
Sardinas 0,15+0,01 0,15+ 0,01 100,0
Zamburinas 0,19 £0,01 0,19 +£0,01 100,0
Test-t de P O das diferencias fcalcuiada feritica
parellas 2,00 x10°3 9,51 x10°8 0,94 2,09

a [Cd]= media + desviacion estandar (n=3)
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Determinacion do cadmio en mostras de vexetais
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Figura 52. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de vexetais indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
resina quelante e FAAS,

inxeccion; MN, minicolumna que contén a

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 243. Caracteristicas analiticas do método proposto para «
determinacidon do cadmio en vexetais
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(g/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Vexetais 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24

359



PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 244. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de vexetais. Aplicaciéon do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Acelga 0,47 + 0,01 0,48 + 0,01 102,1
Repolo 0,39 £ 0,01 0,40+ 0,01 102,6
Grelos 0,17 £ 0,01 0,17 £0,01 100,0
Leituga 0,64+ 0,01 0,64+ 0,01 100,0
Lombarda 0,18 £ 0,01 0,17 £ 0,01 94,4
Patata 0,27+ 0,01 0,26 £ 0,01 96,3
Calanco 0,40+ 0,01 0,40 £ 0,01 100,0
Vexetais Cenoria 0,27 £0,01 0,27 £ 0,01 100,0
76 0,23 +0,01 0,23+ 0,01 100,0
Tila 0,35+ 0,01 0,36 £ 0,01 102,9
Manzanilla 0,23 +£0,01 0,23+0,01 100,0
Mazdn 0,26 £ 0,01 0,25+ 0,01 96,2
Pera 0,15+ 0,01 0,14+ 0,01 93.4
Pl&dtano 0,12+ 0,01 0,12+0,01 100,0
Pexegos 0,15+0,01 0,14+ 0,01 93.3
Test-t de D e O das diferencias fcalculada feritica
parellas -1,33 x10°3 7,43 x1038 0,69 2,15

a [Cd]= media + desviacion estandar (n=3)
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Determinacion do cadmio en mostras de carnes
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Figura 53. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de carnes indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
resina quelante e FAAS,

inxeccion; MN, minicolumna que contén a

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 245. Caracteristicas analiticas do método proposto para «
determinaciéon do cadmio en carnes
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(g/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Carnes 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
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Taboa 246. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de carnes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cd] (ug/g. peso seco)
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método .
na extraccion
referencia proposto
Riles de
_ 0,41 £0,01 0,42 £ 0,01 102,4
carneiro
Figado de 0,17 + 0,01 0,17 +0,01 100,0
coello
Carnes Polo 0,13+£0,01 0,13+ 0,01 100,0
PAvo 0,16 £0,01 0,16+ 0,01 100,0
Porco 0,13+£0,01 0,13+£0,01 100,0
Tenreira 0,10 +£0,01 0,10+ 0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 1,43 x103 3,78 x103 1,00 2,45

a [Cd]= media + desviacién estdndar (n=3)
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Determinacion do cadmio en mostras de froitos secos
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Figura 54. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de froitos secos indicando os valores éptimos das variables implicadas
no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
resina quelante e FAAS,

inxeccion; MN, minicolumna que contén a

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 247. Caracteristicas analiticas do método proposto para «

determinacién do cadmio en froitos secos

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Froitos secos 0,0800 0,01 0,05 0,03 0,05-2,43
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Taboa 248. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de froitos secos. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto
Améndodas 0,23+ 0,01 0,22 £0,01 95,7
Avelds 0,23+ 0,01 0,23 +£0,01 100,0
Cacahuetes 0,24 + 0,01 0,24 + 0,01 100,0
Froitos secos
Castafias 0,23+ 0,01 0,24 + 0,01 104,3
Noces 0,20 £ 0,01 0,20 £ 0,01 100,0
Pistachos 0,17 £ 0,01 0,17 £0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 0 6,32 x10°3 0 2,57

a [Cd]= media + desviacién estdndar (n=3)
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Determinacion do cadmio en mostras de legumes
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Figura 55. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de legumes indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
resina quelante e FAAS,

inxeccion; MN, minicolumna que contén a

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 249. Caracteristicas analiticas do método proposto para «
determinacion do cadmio en legumes
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ug/9)
(9) (ug/9)
Legumes 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
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Taboa 250. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de legumes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto
Lentellas 0,24 +£0,02 0,24 +0,02 100,0
Garbanzos 1 0,16 £0,01 0,16 £ 0,01 100,0
Legumes
Garbanzos 2 0,16 £0,01 0,16 £ 0,01 100,0
Fabas 0,20 £ 0,01 0,21 £0,01 105,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 2,50 x10-3 5,00x103 1 3,18

a [Cd]= media + desviacion estandar (n=3)
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Determinacion do cadmio en mostras de cereais e derivados
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Figura 56. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de cereais e derivados indicando os valores dptimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucidn extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccion; BU, bano de ultraséons; M,
minicolumna que contén a mostra sdlida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 251. Caracteristicas analiticas do método proposto para «

determinacidon do cadmio en cereaqis e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Cereais e derivados 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
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Taboa 252. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de cereais e derivados. Aplicaciéon do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Farina de trigo 0,21 £0,01 0,21 £0,01 100,0
Sémola de 0,17 £ 0,01 0,18+ 0,01 1059
trigo
Farifa finade  0,14+0,01 0,14+0,01 100,0
millo
derivados Galletas 0,17 +0,01 0,17 +0,01 100,0
Cereais de 0,12+ 0,01 0,12+0,01 100,0
almorzo
Cereais de 0,18+ 0,01 0,18+ 0,01 100,0
cacao
Espagueti 0,18+0,02 0,19+ 0,01 105,6
Tallarin 0,22 +£0,01 0,22 +£0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 0,83 x10:3 5,15x103 0,56 2,20

a [Cd]= media + desviacién estandar (n=3)
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Determinaciéon do cadmio en mostras de queixos e derivados

|
: ED 200C :
I o 2 Y82
I SIml.-':min I
|
|
|

ELUENTE
DISTLICHN HEL2 i
FATRE N
LElA

ULTRAPURA

ved V53

== _ 04

ml/min

L&
mlL/min

ACETATO
amANICE
16 M

04
mlL/min

AGUA
ULTRAPURA

B2

Figura 57. Sistema FIA empregado para a determinacion de cadmio en
mostras de queixos e derivados indicando os valores optimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucidn extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccion; BU, bano de ultraséons; M,
minicolumna que contén a mostra sdlida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 253. Caracteristicas analiticas do método proposto para «
determinacion do cadmio en queixos e derivados
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ug/9)
(9) (ug/9)
Queixos e derivados 0,0600 0,01 0,07 0,04 0,07-3,24
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Taboa 254. Resultados obtidos na determinacidon de cadmio nas mostras reais

de queixos e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Cd] (ng/g. peso seco)°

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Queixo de
0,10+ 0,01 0,10+ 0,01 100,0
ovella

Queixo fresco 0,08 £ 0,01 0,08 £ 0,01 100,0
derivados Quesitos 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01 100,0
Mozzarella 0,09 £ 0,01 0,09 + 0,01 100,0
Callada 0,08 £ 0,01 0,08 £ 0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -1,25 3,54 x103 1,00 2,36

a [Cd]= media + desviacién estdndar (n=3)
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6.2 Determinacion do chumbo

Determinacion do chumbo en mostras de moluscos e peixes
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Figura 58. Sistema FIA empregado para a determinacion de chumbo en
mostras de moluscos e peixes, indicando os valores Optimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucidn extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccion; BU, bano de ultraséons; M,
minicolumna que contén a mostra sdlida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 255. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do chumbo en moluscos e peixes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(g/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0800 0,25 0,92 0,81 0,92-42,27
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Taboa 256. Resultados obtidos na determinacidén de chumbo nas mostras reais

de moluscos e peixes. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Mexillon 1 1,01 £0,03 0,98 +0,03 97.0
Mexillén 2 ND ND }
Mexillén 3 ND ND }
Mexillon 4 ND ND -
Mexillon 5 ND ND }
Mexilldn 6 0,96 +0,03 0,97 £ 0,01 101,0
Mexillén 7 0,94 +0,03 1,00+ 0,03 106,4
Mexillon 8 ND ND i
Mexilldn 9 1,03 £ 0,09 1,10+ 0,01 106.,8
Moluscose | pexillon 10 ND ND -
peixes Ameixas 1 ND ND -
Ameixas 2 ND ND -
AtOn ND ND -
Berberechos ND ND -
Cangrexo ND ND -
Langostinos ND ND -
Pescada ND ND -
Navallas ND ND -
Sardinas ND ND -
Zamburinas ND ND -
Test-t de P O das diferencias fcalcuiada feritica
parellas 2,75 x102 4,65 x102 1,18 3,18

a [Pb]= media + desviacion estadndar (n=3)
ND. Non detectado
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Determinacion do chumbo en mostras de vexetais
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Figura 59. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de vexetais, indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1 e M2, minicolumna que
contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI,
vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdmica con chama.

Taboa 257. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidon do chumbo en vexetais

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Vexetais 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
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Taboa 258. Resultados obtidos na determinacién de chumbo nas mostras reais

de vexetais. Aplicaciéon do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto

Acelga ND ND -
Repolo ND ND )
Grelos ND ND )
Leituga ND ND .
Lombarda ND ND .
Patata ND ND .
Calanco ND ND )
Vexetais Cenoria ND ND -
Té ND ND -
Tila ND ND -

Manzanilla 0.36 £ 0,01 0,36 £0,01 100,0
Mazdn ND ND -
Pera ND ND -
Pl&dtano ND ND -
Pexegos ND ND -

Test-t de D e O das diferencias fcalculada feritica
parellas 0 0 0 -

a [Pb]= media + desviacion estadndar (n=3)
ND. Non detectado
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Determinacion do chumbo en mostras de carnes
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Figura 40. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de carnes, indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1 e M2, minicolumna que
contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI,
vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdmica con chama.

Taboa 259. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinaciéon do chumbo en carnes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Carnes 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
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Taboa 260. Resultados obtidos na determinacidén de chumbo nas mostras reais

de carnes. Aplicaciéon do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Riles de
_ ND ND -
carneiro
Figado de ND ND -
coello
Carnes Polo ND ND i
Pavo ND ND )
Porco ND ND B
Carneiro ND ND )
Tenreira ND ND -
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas - - - i

a [Pb]= media + desviacion estdndar (n=3)

ND. Non detectado
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Determinacion do chumbo en mostras de froitos secos
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Figura é1. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de froitos secos, indicando os valores 6ptimos das variables implicadas
no proceso. DE, disoluciéon extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1 e M2, minicolumna que
contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI,
vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdmica con chama.

Taboa 261. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacién do chumbo en froitos secos

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Froitos secos 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
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Taboa 262. Resultados obtidos na determinacidén de chumbo nas mostras reais

de froitos secos. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto

Améndoas ND ND -

Avelds 0,31 £0,01 0,31 £0,02 100,0
. Cacahuetes ND ND -

Froitos secos

Castanas ND ND -
Noces ND ND B
Pistachos ND ND -

Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 0 0 0 -

a [Pb]= media + desviacion estdndar (n=3)
ND. Non detectado
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Determinaciéon do chumbo en mostras de legumes
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Figura 2. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de legumes, indicando os valores dptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1 e M2, minicolumna que
contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI,
vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdmica con chama.

Taboa 263. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do chumbo en legumes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Legumes 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
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Taboa 264. Resultados obtidos na determinacién de chumbo nas mostras reais

de legumes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Pb] (ug/g. peso seco)°
_ (%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Metodo .,
na extraccion
referencia proposto
Lentellas 0,38 £ 0,01 0,39 +£0,01 102,6
Garbanzos 1 ND ND )
Legumes
Garbanzos 2 0,38 £ 0,01 0,39 £0,01 102,6
Fabas 0,40 £ 0,01 0,39 £ 0,01 97.5
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 3,33 x103 1,15 x10°2 0.5 4,30

a [Pb]= media + desviacién estandar (n=3)
ND. Non detectado
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Determinacion do chumbo en mostras de cereais e derivados
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Figura 43. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de cereais e derivados, indicando os valores éptimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de selecciéon; BU, bano de ultrasdns; M1 e M2,
minicolumna que contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcidn atdmica con chama.

Taboa 265. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinaciéon do chumbo en cereais e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Cereais e derivados 0,2400 0,08 0,31 0,27 0,31-14,09
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Taboa 266. Resultados obtidos na determinacién de chumbo nas mostras reais

de cereais e derivados. Aplicaciéon do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na exiraccion
referencia proposto
Farina de trigo 0,43+ 0,02 0,43+0,01 100,0
Sémola de 0,33+ 0,01 0,33 0,02 100,0
trigo
Farina integral ND ND .
Farina fina de ND ND -
millo
Pan relado ND ND )
Cereais e Obleas xeado ND ND -
derivados Galletas 0,39 +0,02 0,40 + 0,02 102,6
Cereais de ND ND -
almorzo
Cereais de 0,34 + 0,01 0,35+ 0,01 102,9
cacao
Aoz 0,37 £ 0,01 0,37 £0,01 100,0
Espagueti 0,38 £ 0,02 0,38 +£0,02 100,0
Tallarin ND ND -
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 3,33 x103 5,16 x103 1,58 2,57

a [Pb]= media + desviacion estadndar (n=3)
ND. Non detectado
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Determinaciéon do chumbo en mostras de queixos e derivados
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Figura é4. Sistema FIA empregado para a determinacién de chumbo en
mostras de queixos e derivados, indicando os valores optimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de selecciéon; BU, bano de ultrasdns; M1 e M2,
minicolumna que contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcidn atdmica con chama.

Taboa 267. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do chumbo en queixos e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (ng/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Queixos e derivados 0,3200 0,06 0,23 0,20 0,23-10,57
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Taboa 268. Resultados obtidos na determinacidén de chumbo nas mostras reais

de queixos e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Pb] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Queixo de
0,36 £ 0,01 0,37 £ 0,01 102,8
ovella
derivados Quesitos 0,46 £0,01 0,46 £0,02 100,0
Mozzarella ND ND }
Callada 0,42 + 0,01 0,42 + 0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 1,43 x10°3 9,00 x10°3 0,42 2,45

a [Pb]= media + desviacion estdndar (n=3)
ND. Non detectado
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6.3 Determinacion do cobalto

Determinacion do cobalto en mostras de moluscos e peixes
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Figura 65. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de moluscos e peixes, indicando os valores 6ptimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucion extractante; Bl e B2, bombas
peristalticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccién; BU, bano de ultraséns; MI,
minicolumna que contén a mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, vdlvula de inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcidén atdmica con chama.

Taboa 269. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacién do cobalto en moluscos e peixes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ug/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
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Taboa 270. Resultados obtidos na determinacidon de cobalto nas mostras reais

de moluscos e peixes. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Mexillén 1 0,60 + 0,01 0,62 +0,01 103,3
Mexillén 2 0,93 +0,01 0,94+ 0,01 101,1
Mexillén 3 1,00 £ 0,01 1,00+ 0,03 100,0
Mexillén 4 0,94 +0,02 0,93 +0,01 98.9
Mexilldn 5 0,74+ 0,01 0,73+0,01 98.6
Mexilldn 6 0,76 £0,01 0,75+0,02 98.7
Mexillén 7 1,04 + 0,02 1,03 +0,01 99.0
Mexillén 8 1,08 £ 0,01 1,07 + 0,01 99,1
Mexilldn 9 0,93+0,02 0,92+0,02 98.9
Moluscos e Mexilldn 10 0,60 £ 0,01 0,60 + 0,02 100,0
peixes Ameixas 1 0,54 £0,01 0,56 £ 0,01 103,7
Ameixas 2 0,55+ 0,01 0,57 £ 0,01 103.6
AtUn 0,47 £0,01 0,46 £ 0,01 97.9
Berberechos ND ND -
Cangrexo ND ND -
Langostinos 0,45+0,02 0,48 + 0,01 106,7
Pescada 0,60 £ 0,01 0,61 +£0,01 101,7
Navallas 0,58 £ 0,02 0,59 £ 0,00 101,7
Sardinas 0,57 £ 0,01 0,56 £ 0,01 98.2
Zamburinas 0,58 £ 0,01 0,59 + 0,01 101,7
Test-t de P O das diferencias fcalcuiada feritica
parellas 2,78 x10°3 1,36 x10°2 0.86 2,11

a [Co]= media + desviacion esténdar (n=3)
ND. Non detectado.
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Determinacion do cobalto en mostras de vexetais
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Figura 66. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de vexetais, indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 271. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidén do cobalto en vexetais

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Vexetais 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
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Taboa 272. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de vexetais. Aplicaciéon do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Acelga 0,80+ 0,01 0,81 +0,01 101,2
Repolo 0,76 +0,02 0,75+ 0,01 98.7
Grelos 0,49 + 0,01 0,49 + 0,01 100,0
Leituga 0,98 £0,01 0,99 £ 0,01 101,0
Lombarda 0,72+0,02 0,70+ 0,01 97.2
Patata 0,94+ 0,01 0,95+ 0,01 101,1
Calanco 0,44+ 0,01 0,44 £ 0,01 100,0
Vexetais Cenoria 0,85+ 0,01 0,86 + 0,01 101,2
76 0,49 + 0,00 0,49 + 0,02 100,0
Tila 0,47 £0,01 0,47 £ 0,01 100,0
Manzanilla 0,59 £0,01 0,60+ 0,00 101,7
Mazdn 0,54+ 0,01 0,54 £ 0,01 100,0
Pera 0,44+ 0,01 0,42 £ 0,01 95,5
Pl&dtano 0,44 +0,01 0,43+ 0,01 97.7
Pexegos 0,48 £ 0,01 0,48 £ 0,01 100,0
Test-t de D e O das diferencias fcalculada feritica
parellas 6,67 X104 1,03 x102 025 215

a [Co]= media + desviacion estandar (n=3)
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Determinacion do cobalto en mostras de carnes
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Figura 67. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de carnes, indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 273. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidn do cobalto en carnes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Carnes 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
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Taboa 274. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de carnes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Co] (ug/g, peso seco)e
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Riles de
_ 0,67 £ 0,01 0,67 £ 0,01 100,0
carneiro
Figado de 0,75 +0,01 0,74 +0,01 98,7
coello
Carnes Polo 0,88 £ 0,02 0,88 £ 0,01 100,0
Porco 0,99 £ 0,01 0,97 £0,02 98,0
Carneiro 0,49 £ 0,02 0,49 £ 0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 2,86 x10°3 12,5 x103 0,60 2,45

a [Co]= media * desviacién estdndar (n=3)
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Determinacion do cobalto en mostras de froitos secos

|
: ED S0ec :
I o 2 Y82
I s ml.:'min I
|
|
| A

L mm— BL - BU__ 04

ELUENTE  pnl/min
HCLE b

DIFCLISIGN
FATRE N
ABUA
ULTRAPURA

L&
mlL/min

ved V53

LI
ACETATO  mLdmin

amANICE ABUA
o ULTRAPURA

B2

Figura 68. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de froitos secos, indicando os valores éptimos das variables implicadas
no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 275. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidén do cobalto en froitos secos

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Froitos secos 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
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Taboa 276. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de froitos secos. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto
Améndodas 0,61 +0,02 0,63+ 0,02 103,3
Avelds 0,63 £0,01 0,60 + 0,01 95,2
Froitos secos
Pistachos 0,61 +0,01 0,62 + 0,01 101,6
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -5,00 x103 1,87 x102 0,65 2,57

a [Co]= media * desviacién estdndar (n=3)
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Determinacion do cobalto en mostras de legumes
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Figura 69. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de legumes, indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 277. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do cobalto en legumes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Legumes 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58

393




PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 278. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de legumes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Lentellas 0,75+ 0,01 0,77 £0,01 102,7
Garbanzos 1 0,66 +0,02 0,64+ 0,01 97.0
Legumes
Garbanzos 2 0,65+ 0,02 0,65+ 0,01 100,0
Fabas 0,57 £0,01 0,56 £ 0,02 98,2
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -2,50 X103 1,71 x102 0,29 3,18

a [Co]= media + desviacion estadndar (n=3)
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Determinacion do cobalto en mostras de cereais e derivados
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Figura 70. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de cereais e derivados, indicando os valores éptimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucidn extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1,
minicolumna que contén a mostra sdlida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 279. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidn do cobalto en cereais e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Cereais e derivados 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58

395




PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 280. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de cereais e derivados. Aplicaciéon do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Farina de trigo 0,77 £0,02 0,76 £0,01 98,7
Sémola de 0,83+ 0,01 0,83 0,01 100,0
trigo
Farifa finade 0,91 +0,01 0,90 + 0,02 98,9
millo
derivados Galletas 0,66 +0,01 0,65+0,01 98,5
Cereais de 0,71 +0,02 0,70 + 0,02 98,6
almorzo
Cereais de 0,63+ 0,01 0,63 £0,02 100,0
cacao
Aoz 0,86 + 0,01 0,86 +£0,02 100,0
Espagueti 0,65+ 0,01 0,65+ 0,01 100,0
Tallarin 0,85+ 0,01 0,86 £ 0,01 101,2
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 0 1,13 x102 0 2,20

a [Co]= media + desviacion estadndar (n=3)
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Determinacién do cobalto en mostras de queixos e derivados
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Figura 71. Sistema FIA empregado para a determinacion de cobalto en
mostras de queixos e derivados, indicando os valores 6ptimos das variables
implicadas no proceso. DE, disolucidn extractante; B1 e B2, bombas
peristdlticas; VS1-VS5, vdlvulas de seleccidn; BU, bano de ultraséns; M1,
minicolumna que contén a mostra sdlida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D,
desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina

guelante e FAAS, espectrofotometro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 281. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do cobalto en queixos e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(vg/g9) (H9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Queixos e derivados 0,0600 0,11 0,35 0,37 0,35-9,58
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Taboa 282. Resultados obtidos na determinacidn de cobalto nas mostras reais

de queixos e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Co] (Mg/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Queixo de
0,68 £ 0,01 0,69 +£0,02 101,5
ovella

derivados Quesitos 0,87 £0,01 0,88 £0,02 101,1
Tranchetes 0,84 £ 0,02 0,84 £ 0,01 100,0
Callada 0,85 +0,02 0,86 £0,02 101,2
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -2,50 x103 1,58 x102 0,45 2,36

a [Co]= media * desviacién estdndar (n=3)
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6.4 Determinacion do cromo

Determinacion do cromo en mostras de moluscos e peixes
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Figura 72. Sistema FIA empregado para a determinacién de cromo en mostras
de moluscos e peixes, indicando os valores éptimos das variables implicadas
no proceso. DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidén; BU, bano de ultrasdns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, vdlvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotdbmetro de absorcion atémica con chama.

Taboa 283. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do cromo en moluscos e peixes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (Hg/9) (no/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
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Taboa 284. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de moluscos e peixes. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Cr] (Mg/g. peso seco)®

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Mexillén 1 0,54 +0,01 0,52+ 0,01 96,3
Mexillén 2 0,77 £ 0,01 0,80+ 0,01 103,9
Mexillén 3 0,76 +£0,02 0,72+0,03 94,7
Mexillén 4 0,70+ 0,01 0,70+ 0,03 100,0
Mexilldn 5 0,65+ 0,02 0,63+ 0,01 96,9
Mexilldn 6 0,71 £0,01 0,73+0,01 102,8
Mexillén 7 0,50 £ 0,02 0,48 £ 0,02 96,0
Mexillén 8 0,52 +0,02 0,49 +£0,02 94,2
Mexilldn 9 0,48 £ 0,01 0,51 +£0,01 106,2
Moluscos e Mexilldn 10 0,53+ 0,01 0,55+ 0,01 103,8
peixes Ameixas 1 0,77 £0,01 0,78 £0,00 101,3
Ameixas 2 0,61 +£0,01 0,61 +0,01 100,0
AtUn 0,47 £0,01 0,46 £ 0,01 97.9
Berberechos 0,65+ 0,01 0,66 + 0,01 101,5
Cangrexo 0,42 +£0,01 0,43+0,02 102,4
Langostinos 0,68 + 0,01 0,67 £ 0,01 98.5
Pescada 0,59 + 0,02 0,59 £ 0,01 100,0
Navallas 0,55+ 0,01 0,54+ 0,01 98,2
Sardinas 0,49 + 0,02 0,47 £ 0,01 95,9
Zamburinas 0,45+0,02 0,46 £0,01 102,2
Test-t de P O das diferencias fcalcuiada feritica
parellas -2,00 X103 1,91 x10°2 0,46 2,09

a [Cr]= media * desviacion estandar (n=3)
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Determinacion de cromo en mostras de vexetais
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Figura 73 Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras
de vexetais indicando os valores dptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotometro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 285. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacidn do cromo en vexetais

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Vexetais 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
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PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 286. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de vexetais. Aplicaciéon do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cr] (Mg/g. peso seco)®

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Acelga 0,73+0,02 0,73+0,01 100,0
Repolo 0,65+ 0,01 0,64 + 0,01 98,5
Grelos 0,70+ 0,02 0,67 £ 0,01 95,7
Leituga 0.81+£0,01 0,82+0,02 101,2
Lombarda 0,65+ 0,02 0,64 + 0,01 98,5
Patata 0,73+0,01 0,72+0,01 98,6
Calanco 0,71 £0,01 0,70+ 0,01 98.6
Vexetais Cenoria 0,61 +£0,01 0,63 +0,02 103,3
Té 0,76 £ 0,01 0,77 +£0,02 101,3
Tila 0,67 £ 0,01 0,68 + 0,01 101,5
Manzanilla 0,75+0,02 0,74+ 0,01 98,7
Mazdn 0,78 £0,02 0,76 £0,02 97.4
Pera 0,61 £0,01 0,61 +£0,01 100,0
Pl&dtano 0,73+0,01 0,71 +£0,01 97.3
Pexegos 0,65 +0,01 0,66 +£0,02 101,5
Test-t de D e O das diferencias fcalculada feritica
parellas -4,00 X103 1,40 X102 1,10 215

a [Cr]= media * desviacion estandar (n=3)
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PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de cromo en mostras de carnes

I |

| [HNO,=3m |

| : - 2 min |

20°C

I e 2 ¥S2

I s ml.:'min I

| |

| | -
b - = BL - - BU_ _ | %03

ELVENTE  ml/min

DISTLICHN HEL2 i

FATRE N
ABUA
ULTRAPURA

12
mlL/min

ved V53

L]
ACETATO  mLdmin

amANICE ABUA
16 ULTRAPURA

B2

Figura 74 Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras
de carnes indicando os valores éptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotometro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 287. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacién do cromo en carnes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Carnes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
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Taboa 288. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de carnes. Aplicacion do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Cr] (ug/g. peso seco)
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Riles de
_ 0,97 £0,01 0,95+0,02 97,9
carneiro
Figado de 0,92+ 0,02 0,90+ 0,01 97.8
coello
Carnes Polo 0,78 £0,01 0,76 £0,01 97,4
PAvo 0,62+0,02 0,64+ 0,01 103,2
Porco 0,74 +£0,02 0,72+0,02 97.3
Carneiro 0,20+ 0,01 0,88 +£0,01 97.8
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas -1,00 x102 1,73 x102 1,53 2,45

a [Cr]= media + desviaciéon estdndar (n=3)
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PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de cromo en mostras de froitos secos
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Figura 75 Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras
de froitos secos indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 289. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacién do cromo en froitos secos

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Froitos secos 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
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Taboa 290. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de froitos secos. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cr] (Mg/g. peso seco)®

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto
Améndodas 0,84 + 0,01 0,82 + 0,01 97,6
Avelds 0,73+0,01 0,73+0,02 100,0
Froitos secos
Castaias 0,90 £ 0,01 0,90 £ 0,01 100,0
Pistachos 0,76 + 0,01 0,76 + 0,01 100,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -3,33 x103 1,03 x102 0,79 2,57

a [Cr]= media + desviaciéon estdndar (n=3)
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PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de cromo en mostras de legumes
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Figura 76. Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras
de legumes indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotometro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 291. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do cromo en legumes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Legumes 0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09

407



PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 292. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de legumes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Cr] (ug/g. peso seco)
_ (%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Metodo .,
na extraccion
referencia proposto
Lentellas 0,83+ 0,01 0,87 £0,01 104,8
Garbanzos 1 0,85+ 0,01 0,85+ 0,02 100,0
Legumes
Fabas 0,73+0,01 0,70+ 0,02 95,9
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 7,50 x103 2,99 x102 0,50 3,18

a [Cr]= media + desviacion estandar (n=3)
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Determinacion de cromo en mostras de cereais e derivados
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Figura 77. Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras

de cerais e derivados indicando os valores dptimos das variables implicadas

no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,

valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a

mostra solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de

inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espe

ctrofotédbmetro de absorcion atébmica con chama.

Taboa 293. Caracteristicas analiticas do método proposto para a
determinacidn do cromo en cereais e derivados
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (M9/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Cereais e
0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
derivados
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PARTE EXPERIMENTAL

Taboa 294. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de cereais e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas s resultados obtidos.

[Cr] (Mg/g. peso seco)®

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Farina de trigo 0,71 £0,02 0,68 + 0,02 95,8
Sémola de 0,92 +0,02 0,92+ 0,01 100,0
trigo
Farifa finade 0,86+ 0,01 0,85+ 0,02 98,8
millo
Cereais e Obleas xeado 0,79 £0,02 0,79 £0,01 100,0
derivados Galletas 0,78 +0,02 0,81 +0,01 103,8
Cereais de 0,73+ 0,02 0,75+ 0,02 102,7
almorzo
Cereais de 0,78 + 0,02 0,80 + 0,01 102,6
cacao
Espagueti 0,82+ 0,01 0,84 +0,02 102,4
Tallarin 0,84 +0,02 0,85+0,02 101,2
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 7,50 x10-3 16,6 x102 1,57 2,20

a [Cr]= media + desviaciéon estadndar (n=3)
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PARTE EXPERIMENTAL

Determinaciéon de cromo en mostras de queixos e derivados
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Figura 78. Sistema FIA empregado para a determinacion de cromo en mostras
de queixos e derivados indicando os valores éptimos das variables implicadas
no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotobmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 295. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do cromo en queixos e derivados

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ug/g) (ng/9) (ug/9)
(9) (ng/9)
Queixos e
0,0600 0,09 0,33 0,36 0,33-11,09
derivados
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Taboa 296. Resultados obtidos na determinacidn de cromo nas mostras reais

de queixos e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Cr] (Mg/g. peso seco)®

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Queixo de
0,74 £0,02 0,76 £0,01 102,7
ovella
derivados Quesitos 0,91 £0,02 0,20 £ 0,01 98.9
Callada 0,72 +0,02 0,69 + 0,02 95,8
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas -5,00 x10°3 1,85 x102 0,76 2,36

a [Cr]= media + desviaciéon estdndar (n=3)
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PARTE EXPERIMENTAL

6.5 Determinacién do niquel

Determinacion do niquel en mostras de moluscos e peixes
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Figura 79. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras
de moluscos e peixes indicando os valores éptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
vdlvulas de seleccidén; BU, bano de ultrasdns; M1, minicolumna que contén a
mostra solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotdbmetro de absorcion atémica con chama.

Taboa 297. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do niquel en moluscos e peixes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (Hg/9) (no/9)
(9) (ng/9)
Moluscos e peixes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
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Taboa 298. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

moluscos e peixes. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Ni] (ug/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método na extraccién
referencia proposto
Mexillén 1 0,80+ 0,00 0,77 £ 0,01 96,3
Mexillén 2 0,97 +0,03 1,04 +£0,03 107,2
Mexillén 3 0,74 +0,02 0,75+ 0,01 101,4
Mexillén 4 0,53 +0,02 0,54+ 0,01 101,9
Mexilldn 5 0,67 £ 0,01 0,68 + 0,01 101,5
Mexilldn 6 0,66 +0,01 0,65+ 0,01 98,5
Mexillén 7 0,66 £ 0,01 0,68 £ 0,01 103,0
Mexillén 8 0,72+0,02 0,72+ 0,01 100,0
Mexilldn 9 0,97 £ 0,02 0,97 £ 0,01 100,0
Moluscos e Mexilldn 10 0.84 +0,01 0,83 +0,00 98.8
peixes Ameixas 1 0,43 £0,01 0,41 £0,01 95,3
Ameixas 2 0,46 £ 0,01 0,46 £ 0,01 100,0
AtUn 0,50 £ 0,01 0,51 +£0,00 102,0
Berberechos 0,63 +0,02 0,61 +0,00 96.8
Cangrexo 0,57 £ 0,01 0,58 £0,00 101.8
Langostinos 0,72+0,02 0,72+ 0,01 100,0
Pescada 0,52 +0,02 0,52+ 0,01 100,0
Navallas 0,52+ 0,02 0,55+ 0,01 105.8
Sardinas 0,55+ 0,01 0,57 £ 0,00 103,46
Zamburinas 0,48 £ 0,01 0,46 £0,01 95,8
Test-t de P O das diferencias fcalcuiada feritica
parellas 2,00 x10°3 2,21 x10°2 0,40 2,09

a [Ni]= media + desviacién estdndar (n=3)
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Determinacioén de niquel en mostras de vexetais
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Figura 80. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras
de vexetais indicando os valores dptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotOmetro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 299. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do niquel en vexetais

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Vexetais 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
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Taboa 300. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

vexetais. Aplicacion do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Ni] (ng/g. peso seco)®
Tipo de mostra Mostra Método de Método A Eficack,:
na extraccion
referencia proposto

Acelga 0,60 + 0,01 0,62+ 0,01 103,3
Repolo 0,83 +0,02 0,86 +0,00 103,46
Grelos 1,10+ 0,07 1,15+0,03 104,5

Leituga 0,97 £0,01 1,01 +£0,01 104,1
Lombarda 0,78 £ 0,01 0,80+ 0,01 102,6

Patata 0,81 +£0,01 0,78 £ 0,01 96,3
Calanco 0,50 £ 0,02 0,52+ 0,01 104,0

Vexetais Cenoria 0,65+ 0,00 0,63+ 0,01 96,9
76 0,71 +£0,01 0,74+ 0,01 104,2

Tila 0,58 + 0,01 0,56 £ 0,01 96,6

Manzanilla 0,65+ 0,01 0,64+ 0,01 98,5
Mazdn 0,84+ 0,01 0,87 £0,00 103,6

Pera 0,62+ 0,01 0,59 £ 0,01 95.2

Platano 0,70+ 0,01 0,68 + 0,01 97,1

Pexegos 0,65+0,02 0,62+ 0,01 95.4

Test-t de D e O das diferencias fcalculada feritica
parellas 5,33 x10°3 2,88 x102 0,72 2,15

a [Ni]= media + desviacién estdndar (n=3)
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Determinacioén de niquel en mostras de carne
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Figura 81. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras
de carnes indicando os valores éptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotOmetro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 301. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do niquel en carnes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ug/g) (ng/9) (ug/9)
(9) (ng/9)
Carnes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
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Taboa 302. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

carnes. Aplicaciéon do Test-t de parellas &s resultados obtidos.

[Ni] (ng/g. peso seco)e
(%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Riles de
_ 1,10+ 0,03 1,08 +0,02 98,2
carneiro
Figado de 0,91 0,01 0,94+ 0,00 103,3
coello
Carnes Polo 0,63 +£0,01 0,64 +0,01 101,6
PAvo 0,74+0,02 0,76 +0,00 102,7
Porco 0,61 +£0,01 0,63+0,01 103,3
Carneiro 0,72+0,01 0,71 +£0,01 98,6
Tenreira 0,92 +0,01 0,21 +0,00 98,9
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 5,71 x103 1,90 x10°2 0.79 2,45

a [Ni]= media + desviacion estdndar (n=3)
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Determinacioén de niquel en mostras de froitos secos
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Figura 82. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras
de froitos secos indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no
proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,
valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a
mostra sélida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de
inxeccion; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 303. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do niquel en froitos secos

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Froitos secos 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
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Taboa 304. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

froitos secos. Aplicacién do Test-t de parellas és resultados obtidos.

[Ni] (ng/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método .,
na extraccion
referencia proposto
Améndodas 0,52+ 0,01 0,53 + 0,01 101,9
Avelds 0,48 + 0,02 0,48 + 0,01 100,0
Froitos secos
Castaias 0,90 + 0,01 0,92 + 0,00 102,2
Pistachos 0,63 + 0,01 0,62 + 0,01 98,4
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 5,00 x10-3 1,05 x102 1,17 2,57

a [Ni]= media + desviacion estdndar (n=3)
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Determinacion de niquel en mostras de legumes
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Figura 83. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras
de legumes indicando os valores 6ptimos das variables implicadas no proceso.
DE, disolucion extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5, valvulas de
seleccion; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a mostra sélida;
RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de inxeccién; MN,
minicolumna que contén a resina quelante e FAAS, espectrofotOmetro de

absorcion atdbmica con chama.

Taboa 305. Caracteristicas analiticas do método proposto para a

determinacion do niquel en legumes

Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/g) (Hg/9) (ng/9)
(9) (ng/9)
Legumes 0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
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Taboa 306. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

legumes. Aplicaciéon do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Ni] (ng/g. peso seco)e
_ (%) Eficacia
Tipo de mostra Mostra Método de Metodo .,
na extraccion
referencia proposto
Lentellas 0,86 + 0,01 0,88 +0,00 102,3
Legumes
Garbanzos 2 0,55+ 0,01 0,55+0,00 100,0
Fabas 0,49 £ 0,01 0,48 +£ 0,00 98,0
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada feritica
parellas 0 1,41 x10°2 0 3,18

a [Ni]= media + desviacién estdndar (n=3)
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Determinacioén de niquel en mostras de cereais e derivados
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Figura 84. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras

de cereais e derivados indicando os valores optimos das variables implicadas

no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,

valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a

mostra solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de

inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 307. Caracteristicas analiticas do método proposto para a
determinacion do niquel en cereais e derivados
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ug/9)
Cereais e
0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
derivados
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Taboa 308. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

cereais e derivados. Aplicaciéon do Test-t de parellas és resultados obtidos.

[Ni] (ug/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Farina de trigo 0,67 +0,02 0,67 + 0,01 100,0
Sémola de ND ND -
trigo
Farifa finade 0,95+ 0,01 0,95+ 0,01 100,0
millo
derivados Galletas 0,61 +0,01 0,64 + 0,02 104,9
Cereais de 0,61 +0,01 0,62 0,01 101,6
almorzo
Cereais de 0,78 + 0,01 0,78 + 0,01 100,0
cacao
Espagueti 0,56 + 0,01 0,57 £ 0,01 101.,8
Tallarin 0,56 + 0,01 0,55+ 0,01 98,2
Test-t de ; das diferencias Odas diferencias fcalculada feritica
parellas 2,73 x103 1,49 x10-2 0,61 2,23

a [Ni]= media + desviacién estdndar (n=3)
ND. Non detectado.
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Determinacién de niquel en mostras de queixos e derivados
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Figura 85. Sistema FIA empregado para a determinacion de niquel en mostras

de queixos e derivados indicando os valores éptimos das variables implicadas

no proceso. DE, disolucién extractante; B1 e B2, bombas peristdlticas; VS1-VS5,

valvulas de seleccidén; BU, bano de ultraséns; M1, minicolumna que contén a

mostra solida; RM1 e RM2, reactores de mestura; D, desfeito; VI, valvula de

inxeccién; MN, minicolumna que contén a resina quelante e FAAS,

espectrofotbmetro de absorcion atdbmica con chama.

Taboa 309. Caracteristicas analiticas do método proposto para a
determinacion do niquel en queixos e derivados
Cantidade Intervalo
LOD LOQ Sensibilidade
Mostra de mostra lineal
(ng/9) (ng/9) (ng/9)
(9) (ug/9)
Queixos e
0,0600 0,11 0,38 0,29 0,38-4,33
derivados
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Taboa 310. Resultados obtidos na determinacion de niquel nas mostras reais de

gueixos e derivados. Aplicacion do Test-t de parellas 6s resultados obtidos.

[Ni] (ug/g. peso seco)e

(%) Eficacia

Tipo de mostra Mostra Método de Método ;
na extraccion
referencia proposto
Queixo de
0,46 £ 0,01 0,45+ 0,01 97.8
ovella

derivados Quesitos 0,57 £0,01 0,57 £0,01 100,0
Mozzarella 0,49 £ 0,01 0,49 £ 0,01 100,0
Callada 0,86 £ 0,00 0,85 +0,00 98,8
Test-t de ; das diferencias O das diferencias fcalculada Teritica
parellas -6,25 x103 1,06 x102 1,67 2,36

a [Ni]= media + desviacion estdndar (n=3).
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Desendronse e optimizdronse diferentes dispositivos que permitiron a
preconcentracion dos distintos metais en lina a fravés dun sistema FIA e
empregando para tal fin diferentes resinas quelantes comerciais
(Chelite P, con grupos aminometilfosfonicos, Serdolit Che, con grupos
iminodiacético e Duolite GT-73, con grupos tiol). O estudio e
optimizacién das variables que influen no proceso de preconcentraciéon
permitiu a eleccién da resina mdis adecuada para a preconcentracion

de cada un dos metais.

Desendronse e optimizdronse diferentes dispositivos que permitiron o
tratamento dunha mostra sélida en lina a través dun sistema FIA e
empregando para tal fin a enerxia dos ultraséns. Estudiouse a extraccion
continua dos metais cadmio, chumbo, cobalto, cromo e niquel das
seguintes mostras de natureza alimenticia: moluscos e peixes, vexetais,
carnes, froitos secos, legumes, cereais e derivados e queixos e

derivados.

Desenouse e optimizouse por primeira vez un sistema de fluxo contfinuo
que incorpora ambos dispositivos, de extraccidén e preconcentracién, e
gue permitiu a extraccién cuantitativa dos distintos metais das mostras
sélidas, a preconcentracion dos mesmos nas resinas quelantes e a sua
deteccion mediante Espectrometria de Absorcidon Atémica con Chama
(FAAS). Os dous dispositivos que forman parte do sistema FIA final foron

opfimizados cun deseno mullivariable de Plackett-Burman, o que

429



CONCLUSIONS

permitiu diminuir en gran medida o niUmero de experimentos a realizar
nesta etapa. Os resultado obtidos indican que este sistema ofrece unha
serie de vantaxes adicionais & automatizacion e miniaturizacién do

proceso:

- Son procedementos rdpidos. A maioria dos procesos precisan dun
tempo de sonicaciéon entre 0,5 e 3 minutos, excepto no caso da
extraccidén do cadmio en cereais e derivados, que require de 4,5
minutos de sonicacidon. Ademais, estes procesos realizanse en
tédolos casos a temperatura ambiente (20 °C), o que fai que a

preparaciéon do sistema para realizar a andlise sexa mais rdpida.

- O andlito de interés exirdese cuantitativamente empregando

disoluciéns de dcido nitrico pouco concentradas (1-3 M).

- Os metais extraidos da mostra sélida preconcéntranse nas resinas

quelantes a caudais relativamente elevados (1,5 -3 mL/min).

- Os metais retidos nas resinas quelantes ellense con volumes
pequenos de dacido clorhidrico 3 M (92-160,9 uL), o que permite
acadar factores de preconcentracion entre 244 e 118,

considerando un volume de extracto dcido de 2 mL.

- Non dan lugar a contaminacion das mostras nin a perdas de

analitos.
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- Non exponen ¢ analista a riscos quimicos.

- Non requiren instrumentacién cara.

- Como se miniaturizou o proceso, emprégase unha cantidade
peqguena de mostra (60-80 mg) e reactivos (2 mL de disolucién
extractante) en tddolos casos excepto na determinacion de
chumbo, onde se requiren 240 mg de mostra e 4 mL de disolucién
extractante (agds nas mostras de moluscos e peixes). Isto permite

realizar as andlises con maior rapidez e menor custo.

Na optimizacidon da cantidade de mostra, observouse que a cantidade
da mesma non debe superar os 60 ou 80 mg por minicolumna,
dependendo da matriz sélida e do metal en cuestidon. Observouse que
o tamano de particula da mostra non influe na eficacia da extraccién

dentro do intervalo estudiado.

Os métodos propostos para a extraccion, preconcentracion e
determinacion dos metais por FAAS son métodos sensibles, tal e como
se reflexa nos limites de deteccién e cuantificacién obtidos en cada
caso. Ademais, son métodos exactos e precisos, xa que se obtiveron
recuperacions entre o 940 e 1060 %, e coeficientes de variacion
inferiores & 5 % en tédolos casos. Tamén son métodos rdpidos: as

frecuencias de mostraxe oscilan entre 6 e 28 mostras/h.
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- Estas metodoloxias aplicdronse a mostras reais. Os resultados obtidos
compardronse mediante o Test-t de parellas cos obtidos 6 empregar un
método de referencia, e concluiuse que as metodoloxias propostas se

poden aplicar de maneira satisfactoria a mostras reais.
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ANEXO A. LISTADO DE ACRONIMOS

AAS Espectrometria de absorcion atémica

Atomic Absorption Spectrometry

AES Espectrometria de emisidn atdmica

Atomic Emission Spectrometry

CG Cromatografia de gases

Gas Chromatography

ETAAS/GFAAS Espectrometria de absorcion atdmica con
atomizacion electrotérmica

Electrothermal Flame Atomic Absorption Spectrometry

FAAS Espectroscopia  de  absorcidn  atdbmica  con
atomizacion por chama

Flame Atomic Absorption Spectrometry

HPLC Cromatografia liguida de alta resolucion

High Performance Liquid Chromatography

ICP Plasma acoplado por induccidon

Inductively Coupled Plasma

MS Espectrometria de masas

Mass Spectrometry

OES Espectrometria de emision optica

Optical Emission Spectrometry

UV-Vis Ultravioleta-Visible

Ultraviolet Visible
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Abstract

Continuous ultrasound-assisted extraction has been coupled with preconcentration and flame atomic absorption spectrometry for the deter-
mination of cadmium and lead in mussel samples. Experimental designs were used for the optimisation of the leaching and preconcentration
steps. The use of diluted nitric acid as extractant in the continuous mode at a flow rate of 3.5hdndnoom temperature was sufficient
for quantitative extraction of these trace metals. A minicolumn containing a chelating resin (Chelite P, with aminomethylphosphoric acid
groups) was proved as an excellent material for the quantitative preconcentration of cadmium and lead prior to their flame atomic absorption
detection. A flow injection manifold was used as interface for coupling the three analytical steps, which allowed the automation of the whole
analytical process. A good precision of the whole procedure (2.0 and 2.3%), high enrichment factors (20.5 and 11.8) and a detection limit of
0.011 and 0.25.g g~* for cadmium and lead, respectively, were obtained for 80 mg of sample. The sample throughputs were ca. 16 and 14
samples h! for cadmium and lead, respectively. The accuracy of the analytical procedures was verified by using a standard reference material
(BCR 278-R, mussel tissue) and the results were in good agreement with the certified values. The method was successfully applied to the
determination of trace amounts of cadmium and lead in mussel samples from the coast of Galicia (NW, Spain).
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Ultrasound-assisted acid extraction; Minicolumn preconcentration; Cadmium; Lead; Flame atomic absorption spectrometry; Flow injedgon analys

1. Introduction est in the bioaccumulation of trace metals in marine bivalve
molluscs systems mainly from their use as bioindicators of
Cadmium and lead can be present in some coastal watergoastal contamination and from concern over public health
as metal contaminants originating from industrial pollution. arising from their consumption by humans as seafood. There-
Marine organisms can accumulate trace metals from the dis-fore, the determination of these toxic trace metals in these
solved phase and ingested foods. Analysis of aquatic organ-samples is an important aspect of food and environmental
isms has been increasingly used as a direct measure of thanalysis.
abundance and availability of metals in the environment, and  The preparation of a solid sample is often the most time
has led to the adoption of the bioindicator (bio-monitor) con- consuming step of the analytical procg8k Furthermore,
cept. Concentration factors of 4@nd 4x 10° are found for this analytical stage involves potential drawbacks, such
cadmium and lead, respectively in mussel tissue. So, mus-as contamination or losses of analytes because a labour-
sels are used as bioindicator organisms to assess bioavailintensive sample manipulation and several pre-treatments

able contaminant concentrations in coastal wetHrdnter- thatrequire to transfer the sample of vessel (in some instances
several times) are carried out in the analytical laboratory.
* Corresponding author. Tel.: +34 981563100; fax: +34 981595012, Whereas, the conventional method involving a sample acid
E-mail addressgncayebi@usc.es (M.C. Yebra-Biurrun). digestion requires a time period of 28], the use of a

0003-2670/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aca.2004.11.006
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microwave-assisted digestion can be carried out within only chelating resin, Chelite P, with aminomethylphosphoric acid
12.5min[4], 7 min[5] or 22 min[6], taking into account in groups) and FAAS for the determination of cadmium and lead
the two last references the microwave energy action and ain mussel samples. A flow injection manifold was used as
cooling area to cool the high-pressure bombs in an ice bathinterface for coupling these three analytical steps, allowing
before opening. Despite the use of the microwave digestion, automation of the whole analytical process. Methods were
which is fast and effective, the digestion operation entails applied to mussel samples from the coast of Galicia (NW,
the participation of concentrating acids, which generates Spain).
carcinogenic nitrous vapours as consequence of the organic
matrix destruction, so a safety control have to be taken into
account. 2. Experimental

Ultrasonic radiation is a powerful aid in the acceleration
of various steps of the analytical procgsg This energy is 2.1. Instrumentation
of great help in the pre-treatment of solid samples because
facilitates and accelerates operations such as the extraction A Perkin-Elmer Model 5000 atomic absorption spectrom-
of organic and inorganic compounds, slurry dispersion, ho- eter (Perkin-Elmer, Shelton, CT, USA) fitted with cadmium
mogenisation and other analytical stages such as nebulisationor lead hollow cathode lamp was used. The instrument was set
washing and derivatisation. In this sense, ultrasound-assistecat 228.8 and 283.3 nm, for cadmium and lead, respectively.
leaching is an effective way of extracting a number of analytes The spectrometer output was connected to a Perkin-Elmer
from several solid sampl¢8—13]. This process increasesthe Model 50 Servograph Recorder with a range of 5mV. As
representative sample mass, and improves the precision andan be seen iifrig. 1, the FI system comprises two Gilson
accuracy of slurry sampling. It also avoids total sample ma- Minipuls 3 peristaltic pumps (Gilson, France) fitted with Vi-
trix introduction into the nebuliser of the spectrometer, which ton tubes, an ultrasonic bath (15 ct'80 cmx 14 cm) with
occurs with solid sampling, slurry sampling and digestion an ultrasound power of 40 kHz (Selecta, Barcelona, Spain),
procedures. six Rheodyne injection or switching valves (USA), Models

Cadmium and lead determination by flame atomic absorp- 5041 and 5301, extraction loops of 2.5, 4.5 and 8.0 m (made
tion spectrometry (FAAS) can be performed with apprecia- with 0.8 mm i.d. PTFE tubing, Omnifit, UK), a glass mini-
ble sensitivity and accuracy using an air—acetylene flame. column (100 mmx 3mm i.d., bed volume 70@I, Omnifit,
Due to its reliability and freedom from interferences it is still  UK). The ends of minicolumn were plugged with filter paper
the recommended approach in some official analytical meth- (Whatman 541). Minicolumns for the preconcentration step
0ds[14,15] Nevertheless, the concentration of metal ions in were prepared by filling Viton tubes (10 cm length and 1 mm
several types of matrix is often below the detection limits i.d.) with 50 mg of chelating resin.
attainable with some detectors. Therefore, in order to deter-
mine trace levels of metals using an inexpensive and available2 2. Reagents
technique for any laboratory such as FAAS, it is necessary

to enrich them firstly by coprecipitation, extraction, and es-  Ultrapure water of 18.2 I cm resistivity, obtained from
pecially by preconcentration on a chelating or ion exchange a Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford,
resin[6,16,17] MA, USA) was used for the preparation of the reagents and
In this paper, we describe the coupling between continu- standards. Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau Chemie,
ous ultrasound-assisted extraction, preconcentration (using aarcelona, Spain) and 100@ml~1 cadmium and lead

SV1 35

P1

] ml min”!

Eluent
3 mol I HCI
v MC2
Cd standard i _%
solution .
rapyre EmEaE,
water ) SV3 fi = i
Ammonium FAAS
acet ate

P2

Fig. 1. Flow injection manifold for Cd and Pb determination in mussel samples. P1 and P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution; W, wastepbiB, ultra
bath; MS, minicolumn containing the sample; IV, injection valve; SV1, SV2 and SV3, switching valves; MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn
containing the chelating resin (Chelite P) and FAAS, flame atomic absorption spectrometer.
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Fig. 2. Flow injection manifold for Cd and Pb preconcentration. P, peristaltic pump; SV1 and SV2, switching valves; IV, injection valve; MC, nilixing co
MN, minicolumn containing the chelating resin Chelite P; W, waste; FAAS, flame atomic absorption spectrometer.

standard solutions (Merck, Germany) were reagent grade.3. Results and discussion
Chelating resin (20 mesh) with aminomethylphosphoric acid
groups, Chelite P (Serva Electrophoresis GmbH). Ammo- 3.1. Optimisation of the cadmium and lead
nium acetate (Merck, Germany). The certified reference ma- preconcentration step
terial used was 278-R mussel tissue (Community Bureau of
Reference, Belgium). Since optimisation of the analytical procedure involves the
study of a large number of variables, an experimental design
was used to optimise this stage. The use of a complete facto-
rial design does not seem to be very effective due to the large
2.3. Sample preparation and procedure number of experiments or runs required. Plackett—Burman
designs were used principally when the number of variables
The mussels were grinded, homogenised and freeze-driednfluencing the analytical system was very large, because the
(—40°C). Thenwere storedin clean, dry containers. The sam- number of experimental runs can be reduced due to the de-
ples were pulverized in a porcelain mortar and after sieving, signs would provide knowledge about the system tenden-
fractions with a particle size less than 3t were taken. cies[18]. In this paper, a Plackett—Burmaf 2 3/16 fac-
Mussel samples of 50-80 mg were directly weighed into torial type Il resolution design with one center point was
the glass minicolumn. Then, the minicolumn was connected selected, allowing six degrees of freedom and involving 13
to the continuous manifoldF{g. 1). First, the extraction = non-randomised runs. To optimise the preconcentration step,
circuit (2ml) was loaded with the acid leaching solution cadmium and lead were measured on-line by FAAS with a
(3mol -1 nitric acid). Once the extraction circuit was closed flow system similar to that depicted fig. 2 Six experimen-
by means of SV1, the leaching solution circulates through the tal variables were optimised. The lower and upper levels for
minicolumn subjected to ultrasound energy for 2 or 3min each studied variable are listedliable 1 These values were
(for Cd and Pb, respectively). The flow rate of the leach- chosen from experiences developed in previous experiments.
ing solution was 3.5 ml mint. The direction of the flowwas  From the results of these analytical data it can be concluded
changed each 30s in order to avoid sample accumulation atthat cadmium and lead preconcentration—elution process ap-
the end of the minicolumn. Then, the switching valve (SV2) peared to be affected by one and two statistically significant
was switched to its opposite position and the acid extract wasfactors, respectively, sample pH for cadmium, and sample
homogenised in the mixing coil. After this, the acid extract pH and eluent volume for leadable 2listed the estimated
channel converged with a buffer solution stream (16 mbl|  effects and the optimum value for each variable according
ammonium acetate) in order to obtain a pH value >3. The mix- to the Plackett-Burman design. As the Plackett-Burman de-
ture was homogenized in a second mixing coil and then, wassign only provides the tendencies to the optimum values of
passed through the preconcentration minicolumn, at a flow
rate of 2 or 3 mImim* (for cadmium and lead, respectively).

. o . Table 1
Cd and Pb were retained quan_m_""tlv_ely by formation a metal Factor levels studied in the Plackett—Burman desi§n«(3/16) for the Cd
chelate. Then were eluted by |njectlon of 92 or 1aﬂgf and Pb preconcentration—elution process
3 moll~1 hydrochloric acid into a water carrier stream, which  zriapre Key Low()  High(+)
swept them to the detector where were continuously moni-
Sample pH A 1 7
tored. ) o 1 Sample flow rate (mlmint) B 0.5 40
Standard solutions containing up to 0.Ga$ml~ of Cd Eluent concentration (HCI, matt) C 0.1 30
and 0.20Qugml~! of Pb in the same acid medium as the Eluent volume ) D 704 190
. . . . ; il
leaching solution were introduced into the flow system as Elution flow rate (mlmin™) E 3.0 50
Minicolumn diameter (mm) F 1.0 20

show inFig. 1
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Table 2
Estimated effects and optimum conditions for each variable

Variable Estimated effect Optimum value according to Optimum value
the Plackett—Burman design
Cadmium Lead Cadmium Lead Cadmium Lead

A 30.1167 307833 7 7 3-8 2-7

B (mImin—1) —9.2834 —10.25 05 05 20 30

C (molI~1) 11,9167 955 3 3 3 3

D () 16.1167 200167 1900 1900 920 16Q9

E (mlmin—1) —20.4167 —4.2167 30 30 30 30

F (mm) 655 —0.2167 20 10 10 10

the variables, these factors were fine-tuned outside the frame-Table 4
work of the design. The aims of this study were, decrease theFactor levels studied in the Plackett-Burman desi§n«(2/16) for the con-
eluent volume and increase the sample ﬂOW, ratble 3 tinuous ultrasonic acid extraction of cadmium and lead from mussel samples

shows the results of these experiments. Finally, a small num-variable Key Low &) High (+)
ber of experiments were carried out with the aim of establish HNOs concentration (mofit) G 0 3

the pH range for quantitative retention of cadmium and lead. HC! concentration (moft?) H 0 3
The results of these experiments showed that cadmium wafggé%?::g%glrrié”zgl)) 'J 2‘5 g
retained quantitatively in the range of 3-8, and lead in the gygaction flow rate (mimin?) K 35 60
range of 2—7. This is an important factor because the acid Leaching temperaturéc) L 20 70

extract containing the trace metals presents a pH value very
low (3mol =% nitric acid medium). An ammonium acetate

buffer solution was proposed in order to achieve the optimum g 348+ 0.007 and 2.06- 0.04ug g1, respectively. To opti-
pH for Cd and Pb retention. In order to carry out on-line this mjse the continuous acid extraction, cadmium and lead were
pH increase, a study of concentration, volume and flow rate measured on-line by FAAS with a flow system similar to that
of the ammonium acetate buffer solution was developed. So,depicted irFig. 1 Six experimental variables were optimised.
a 16 mol I concentration, 0.5 and 0.4 ml (for Cd and Pb, re- |n Taple 4 the lower and upper levels for each studied variable
spectively) and 0.6 mI min' were selected as a compromise  yere listed. From the results of these analytical data, it can be
for the ammonium acetate channel. The optimum conditions concluded that Cd and Pb extraction from the mussel samples
for cadmium and lead preconcentration—elution were listed gppeared to be affected by two statistically significant factors
in Table 2 (positive sign): nitric acid concentration and sonication time.
Table 5listed the estimated effects and the optimum value
for each variable according to the Plackett—Burman design.
To simplify the analysis, 0 motit HCI, room temperature,
2 ml of leaching volume and a flow rate of 3.5 ml minwere

It was used the same experimental design that for the pre-selected, since these parameters were not statistically influ-
vious optimisation (Plackett—Burmafi  3/16). This facto- ential factors. In order to increase the sampling frequency, a
rial design was applied to 50-60 mg of a standard referencepossible reduction of the sonication time was studied. Thus,
material (BCR 278R) with a cadmium and lead content of 2 min was enough to obtain a quantitative extraction of cad-

3.2. Optimisation of the continuous ultrasonic acid
extraction of cadmium and lead

Table 3

Experiments outside the framework of the design to fine-tune the preconcentration—elution process

Run A (pH) B (mImin~—1) C (moll—1) D (ul) E (mlmin—1) F (mm) Cd recovery (%) Pb recovery (%)
1 7 0.5 3.0 190 3.0 1.0 997 988
2 7 0.5 3.0 7 3.0 1.0 650 321
3 7 0.5 3.0 9 3.0 1.0 1034 467
4 7 0.5 3.0 9D 4.0 1.0 443 -
5 7 2.0 3.0 9 3.0 1.0 961 -
6 7 3.0 3.0 9D 3.0 1.0 560 -
7 7 2.0 2.0 9D 3.0 1.0 70 -
8 7 0.5 3.0 158 3.0 1.0 - 64
9 7 0.5 3.0 160 3.0 1.0 - 10B

10 7 3.0 3.0 160 4.0 1.0 - 5&

11 7 3.0 3.0 160 3.0 1.0 - 9m

12 7 4.0 3.0 160 3.0 1.0 - 7%

13 3 3.0 2.0 160 3.0 1.0 - 88
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Table 5

Estimated effects and optimum conditions for each variable

Variable Estimated effect Optimum value according to the Plackett—Burman design Optimum value
Cadmium Lead Cadmium Lead Cadmium Lead

G (mol =) 30.7667 2935 3 3 3 3

H (mol1~1) —0.0667 —3.0833 0 0 0 0

| (min) 216 47.75 5 5 2 3

J (ml) 104 —4.9833 5 2 2 2

K (mlmin~1) —5.7667 —104833 35 35 35 35

L (°C) —0.7667 88167 20 70 20 20

mium in mussel samples, but 3 min was necessary for leadwhole process was verified using a mussel sample containing
extraction. Finally, the use of less concentrated nitric acid 0.344ugg ! Cdand 1.0gg 1 Pb (1=11). The results ob-
was studied, but 2 motf HNOs was not enough to obtain  tained expressed as relative standard deviation were 2.0 and
the quantitative extraction of these trace metals. The opti- 2.3%, for cadmium and lead, respectively.
mum conditions for continuous ultrasonic acid extraction of Detection limits (LOD) based on three times the standard
Cd and Pb were listed ihable 5 deviation of the blankr(=30) were found to be 0.011 and

Other variables that can affect the acid extraction pro- 0.25ug g1 for cadmium and lead, respectively. Concentra-
cess were studied separately, namely mussel particle sizeion factors of the method based on the rate between the di-
and amount of sample. By using the optimum conditions of rect calibration graph and FIA calibration graph slopes were
the continuous ultrasound-assisted extraction and the preconfound to be 20.5 for cadmium and 11.8 for lead. The resin ca-
centration step, particle sizes between 30 andplfiGvere pacity is 7.Jumol Cd/g and 32.9.mol Pb/g resin. The sample
tested. The result obtained indicated that this variable doesthroughputs taking into account the global process were ca.
not affect the extraction process. In the other hand, the usel6 and 14 samplesfi, for cadmium and lead, respectively.
of sample amounts between 50 and 100 mg were studied. It Validation of the methods was performed by using a cer-
was observed that amounts greater than 80 mg produced greatfied reference material (BCR 278-R, mussel tissue). The
pressure in the continuous extraction system causing lossesesults were in good agreement with the certified values
of sample. Therefore, the maximum amount of sample that (Table §.
can be used is 80 mg.

3.4. Analysis of samples
3.3. Features of the method
The methodology proposed was applied to determine Cd

The calibration graph was rum€7) under optimum  and Pb in several mussel samples collected from Galicia,
chemical and flow conditions for the whole process. Equa- Spain. This area is subjected to intensive traffic and waste
tions were, absorbance = %8104+ 3.12X (r =0.999) and from industrial activity. The results obtained (for lead a stan-
absorbance=2.0 10~4+0.13X (r =0.999), whereX is Cd dard addition method was used) were compared with those
and Pb concentration, respectively, expressqagasl—1. achieved by a conventional off-line sample digestion method

The precision of the preconcentration step was veri- with concentrated nitric acid, preconcentration step previ-
fied using standard solutiona£ 11). The precision of the  ously optimised by using the chelating resin Chelite P and

Table 6
Determination of cadmium and lead in mussel samples and paiesd
Sample no. Reference methot=3)? Proposed methodology € 3)

[Cd] (pgg ™) [Pb] (rgg ™) [Cd] (rgg ™) [Pb] (pgg ™)
1 0.493+0.004 1.010.03 0.4810.002 0.98:0.03
2 0.5294+0.023 0.6G£ 0.03 0.532£0.018 0.58:0.01
3 0.538+0.017 0.48:0.03 0.559+0.008 0.49:0.02
4 0.483+0.006 0.66£0.02 0.496t 0.002 0.7G£0.01
5 0.519+0.031 0.88:0.04 0.542+0.008 0.91-0.02
6 0.381+0.021 0.96t0.03 0.383t£0.011 0.9G£ 0.01
7 0.405+0.015 0.94+ 0.03 0.4010.007 1.0+0.03
8 0.42440.007 0.93£0.02 0.406£ 0.006 0.88t0.02
Reference material Cd certified Pb certified Cd obtained Pb obtained
BCR 278-R 0.348:0.007 2.00t0.04 0.35Q+ 0.016 1.99+0.06

Critical value oft (P=0.05) =2.36; for Cd, experimental valuetef0.67 and for Pb, experimental valuetef0.08.
2 Off-line acid digestion, preconcentration with a chelating resin (Chelite P) and FAAS Cd and Pb determination.
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ods are shown iffable 6 To compare the results obtained
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A fully on-line flow injection method is described for the quantitative acid extraction of
cadmium, preconcentration of this trace metal using a minicolumn containing a chelating
resin and its determination by flame atomic absorption spectrometry (FAAS). The on-line
acid extraction step was carried out using a continuous ultrasound-assisted extraction
system (CUES). The acid extract was preconcentrated on a minicolumn packed with a chelat-
ing resin (CHELITE P, with aminomethylphosphoric acid groups), cadmium elution was
carried out with hydrochloric acid, and this trace metal was continuously monitored by
FAAS. A Plackett—-Burman experimental design was used for optimization of the analytical
procedure. The method allowed a total sampling frequency of 16 samples per hour, with a
relative standard deviation for the complete procedure of 2.1; the detection and quantification
limits were 0.014 pg/g and 0.067 pg/g for 60mg of sample, respectively. The accuracy was
verified using a standard reference material (NCS DC 73351 tea leaves). The analytical
procedure was applied to the determination of trace amounts of cadmium in real vegetable
and fruit samples.

Keywords: Ultrasound-assisted acid extraction; Minicolumn preconcentration; Cadmium;
Vegetable samples; Flame atomic absorption spectrometry; Flow injection analysis

1. Introduction

In view of the increase in vegetable consumption in recent years and the concurrent
changes in atmospheric pollution levels, the determination of the cadmium content in
the most consumed vegetables is of considerable concern from the human health stand-
point. The ingestion of high levels of cadmium in foods and drinks can result rapidly in
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feelings of nausea, vomiting, abdominal cramp and headaches. Long-term ingestion of
cadmium causes serious renal damage, as well as bone disease leading to brittleness and
even collapse of the skeleton [1]. The soils in which plants grow contain metals from a
number of sources, principally the rocks from which the soil was formed, as well as fer-
tilizers, waste and other materials added by man.

The analysis of solid foodstuffs such as fruits and vegetables usually requires rather
complicated and time-consuming sample preparation procedures. Both losses of test
elements and sample contamination may occur during this step, which deteriorates
the reliability of the analysis. Moreover, sample preparation substantially increases
the duration and cost of the analysis. Wet digestion is the preferred sample preparation
procedure for solid foodstuffs. The Analytical Methods Subcommittee recommends the
use of a wet digestion with sulphuric acid and hydrogen peroxide [2]. Thus, a number of
methods for cadmium determination in vegetables involving a wet digestion were pro-
posed. The long time involved (overnight at 50°C and 2 h at boiling temperature [3,4])
and the use of concentrated acids (nitric acid [3,4], nitric and perchloric acids [5,6])
are the principal disadvantages of these procedures. Despite the use of the microwave
digestion, which is fast and effective, the digestion operation entails the utilization of
concentrated acids, hydrogen peroxide or their mixtures (HNO;~H>O, [7.8] and
HNOj3(), HNO;3~HClOy4) or HNO;~H,O, [8]), which generate carcinogenic
nitrous vapours as a consequence of the organic matrix destruction, so a safety control
has to be taken into account. If dry ashing is used, the temperature must be kept below
500°C to prevent volatilization losses. This procedure takes a long time (18 h [9] and
28 h [10]).

Ultrasonic radiation is a powerful aid in the acceleration of various steps of the
analytical process. This energy is of great help in the pretreatment of solid samples.
It also obviates total sample matrix introduction into the nebulizer of the spectrometer,
which occurs with solid sampling, slurry sampling and digestion procedures.

The content of cadmium in vegetables has been determined by several techniques,
including flame atomic absorption spectrometry (FAAS) [6,10-13], electrothermal
atomic absorption spectrometry (ETAAS) [3-5,8,14-16], inductively coupled plasma
(ICP) [8] and inductively coupled plasma/mass spectrometry (ICP-MS) [7]. As it is
simple and inexpensive, FAAS is a widely used technique for the determination of
metallic elements. FAAS, using an air—acetylene flame, has been shown to yield accu-
rate and sensitive results in cadmium determination. Nevertheless, the concentration of
metallic ions in samples as fruits and vegetables is often lower than the detection limits
attainable with the most sensitive detectors. Therefore, in order to determine trace
levels of metals (such as lead, cadmium, chromium and mercury) using FAAS, it is
necessary to enrich them first by coprecipitation, extraction or preconcentration on
a chelating or ion-exchange resin [6, 12, 13].

In this paper, we describe a simple and continuous ultrasound-assisted extraction
system (CUES) connected to an on-line flow injection manifold for acid leaching
of cadmium, on-line preconcentration of this trace metal from the acid extract using
a chelating resin (CHELITE P, with aminomethylphosphoric acid groups) and its
determination by flow injection-flame atomic absorption spectrometry (FI-FAAS).
This procedure combines the benefits of ultrasound-assisted extraction procedures
and the high sensitivity achieved by the preconcentration processes with the advantages
of an FI system. The method was applied to vegetable and fruit samples for the
determination of cadmium.
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2. Experimental

2.1. Instrumentation

A Perkin Elmer Model 5000 atomic absorption spectrometer (Perkin Elmer, Shelton,
CT-USA) furnished with a cadmium hollow cathode lamp was used. The instrument
was set at 228.8nm. The spectrometer output was connected to a Perkin Elmer
Model 50 Servograph Recorder with a range of SmV. The FI system includes two
Gilson Minipuls 3 peristaltic pumps (Gilson, France) fitted with Viton tubes, an ultra-
sonic bath (Selecta, Barcelona), six Rheodyne injection or switching valves (USA),
Models 5041 and 5301, a glass minicolumn (100 mm x 3 mm i.d., bed volume 700 pL)
(Omnifit, UK). The ends of the minicolumn were plugged with filter paper
(Whatman 541) and a Viton minicolumn (120 mm x 1 mm i.d.) packed with 50 mg of
chelating resin for the preconcentration step. The ends of the minicolumn were plugged
with glass wool.

2.2. Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQcm resistivity, obtained from a Milli-Q water purification
system (Millipore, Bedford, MA) was used for the preparation of the reagents and stan-
dards. Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau Chemie, Barcelona, Spain) and 1000 pug/
mL cadmium standard (Merck, Germany) were reagent grade. Chelating resin with
aminomethylphosphoric acid groups, Chelite P (Serva Electrophoresis GmbH) and a
particle size of 0.3-0.8 mm was used. The certified reference material used was NCS
DC 73351 tea leaves (China National Analysis Center for Iron and Steel, Beijing,
China).

2.3. Sample preparation and procedure

Fruits and some vegetables (carrot, potato and courgette) were peeled. Vegetable and
fruits were washed with ultrapure water, cut in small pieces and dried for 5 days at
50°C. Then, the samples were triturated and pulverized in a porcelain mortar, and
after sieving, fractions with a particle size less than 30 um were taken.

The continuous cadmium determination system is shown in figure 1. Vegetable and
fruit samples (50-60 mg) were directly weighed into the glass minicolumn. Then, the
minicolumn was connected to the CUES. First, the CUES circuit (2mL) was loaded
with the acid leaching solution (3 M nitric acid). Once the CUES circuit was closed,
the leaching solution circulates through the minicolumn under ultrasonic energy
action at a flow rate of 3.5mL/min for 2min. The direction of the flow was changed
each 10s to prevent sample accumulation at the minicolumn end. Then, the switching
valve (SV2) was switched to its opposite position, and the acid extract was homogenized
in the mixing coil. After this, the acid extract channel converged with a buffer solution
stream (16 M ammonium acetate) to obtain a pH value > 3. The mixture was homoge-
nized in a second mixing coil and then passed through the preconcentration minicol-
umn at a flow rate of 2mL/min. The cadmium was retained quantitatively as its
chelate and then eluted by injection of 92 uL. of 3 M hydrochloric acid into a water
carrier stream and swept to the detector where cadmium was continuously monitored.



308 M. C. Yebra et al.

mL/min
0.4 |1
Cd stand=rd
solmionﬁ_ 1.6
Ultrapur 4 SV3
water )
rraGElElE 0.4
16 M P

Figure 1. Flow-injection manifold for the whole procedure (CUES and preconcentration devices) for
cadmium determination in vegetable and fruit samples. P1 and P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution;
W, waste; UB, ultrasonic bath; MS, minicolumn containing the sample; IV, injection valve; SV1, SV2, SV3,
SV4 and SV5, switching valves; MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn containing the chelating resin
(Chelite P) and FAAS, flame atomic absorption spectrometer.

Standard solutions containing 0.000—0.035 pg/mL of Cd in the same acid medium
as the leaching solution were introduced into the flow system. Blank determinations
were performed using the acid leaching solution, and in all instances the absorbance
was 0.000.

3. Results and discussion

3.1. Optimization of the cadmium preconcentration step

Plackett—Burman designs were used principally when the number of variables influenc-
ing the analytical system was very large, because the number of experimental runs can
be reduced (as the designs would provide knowledge about the system tendencies [17]).
In this paper, a Plackett-Burman 26 * 3/16 factorial type III resolution design with
one centrepoint was selected, allowing 6 degrees of freedom, which involves 13 non-
randomized runs. To optimize the preconcentration step, cadmium was measured
on-line. Six experimental variables were optimized: HCI concentration (eluent
solution), elution flow rate, sample pH to obtain a quantitative retention of Cd on
the chelating resin (Chelite P), sample flow rate, eluent volume and minicolumn
diameter. The lower and upper levels for each studied variable are listed in table 1.
These values were chosen from experiences developed in previous experiments. The
results of the design, expressed as percentage recovery are also shown in table 2.
These results can be visualized by a standardized (P=95.0 %) main effects Pareto
chart (figure 2). It can be seen that the cadmium preconcentration/elution process
appeared to be affected by one statistically significant factor: the sample pH. This
variable is affected by a positive estimated effect. This means that when the pH value
was increased for the levels tested, cadmium preconcentration/elution processes
were favoured. This variable was studied at pH 2-9 to obtain the pH range where
Cd retention was quantitative. At pH 9, partial precipitation of Cd occurs as
Cd(OH),, so the recovery obtained was 46.2%. At pH 3-8, a quantitative recovery
was achieved (>95%), and when the pH value was <3, Cd retention was not complete
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Table 1. Factor levels studied in the Plackett—Burman design (2°6 * 3/16) for the Cd preconcentration-elution

process.
Variable Key Low (-) High (+) Optimum
Sample pH A 1 7 3-8
Sample flow rate (mL/min) B 0.5 4.0 2.0
Eluent concentration (HCI, M) C 0.1 3.0 3.0
Eluent volume (uL) D 70.4 190 92.0
Eluent flow rate (mL/min) E 3.0 5.0 3.0
Minicolumn diameter (mm) F 1.0 2.0 1.0

Table 2. Design matrix and response values in the Plackett—-Burman design (2°6 *3/16) for the
preconcentration and continuous ultrasonic acid extraction of Cd.

Run A B C D E F % Cd recovery® % Cd recovery®
No °G H I J K L
1 + - + - - - 22.1 105.0
2 + + - + - - 39.4 31.0
3 - + + — + - 0 49.5
4 + — + + — + 90.1 102.0
5 + + - + + - 9.2 25.5
6 + + + - + + 13.9 95.0
7 0 0 0 0 0 0 26.8 40.5
8 - + + + - + 0 74.5
9 - + + + - 0 55.0
10 - - - + + + 0 17.0
11 + - - - + + 6 45.0
12 - + - - - + 0 59.7
13 - - — — — — 0 38.0

“Experimental factors for the preconcentration step.

Experimental factors for the continuous acid extraction step.

“Percentage Cd recovery in each experiment of the preconcentration optimization.
dpercentage Cd recovery in each experiment of the acid extraction optimization.
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Figure 2. Standardized (P=95%) main effects Pareto chart for the Plackett-Burman design (26 * 3/16) for
on-line preconcentration of cadmium in vegetable and fruit samples.

(recovery <95%). All other parameters were not statistically influential factors. As
the Plackett—Burman design only provides the tendencies to the optimum values of the
variables, these factors were fine-tuned outside the framework of the design. The aims
of this study were to decrease the eluent volume and increase the sample flow rate.
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In order to achieve a greater concentration factor, eluent volumes of 70, 92 and 190 uL
were studied. An eluent volume of 70 pLL was not enough to obtain a quantitative Cd
recovery (65%), but a volume of 92 uLL provides a complete elution of cadmium from
the minicolumn, so that 92 uLL was selected as the optimum eluent volume. To obtain
the greatest sampling frequency, a possible increase in the sample flow rate was studied.
This variable was tested at 0.5-3.0 mL/min. A flow rate of 3.0 mL/min provides a 56%
recovery, but a flow rate of 2.0 mL/min attains a quantitative recovery (>95%), so this
value was selected as the optimum for cadmium retention. To simplify the analysis, an
eluent flow rate of 3.5 mL/min, 1 mm minicolumn diameter, and 3 M HCI were selected
as optimum values for these variables. The optimum conditions for cadmium precon-
centration-elution are listed in table 1.

Since quantitative extraction of Cd in vegetable and fruit samples needs an acid
medium, and the optimum pH for Cd retention on the chelating resin is in the range
3-8, an ammonium acetate buffer solution was proposed to achieve the optimum pH
for Cd retention. In order to carry out this pH increase on-line, a study of concentra-
tion, volume and flow rate of the ammonium acetate buffer solution was developed.
Thus, a 16 M concentration, 0.5mL and 0.4 mL/min were selected as a compromise
for the ammonium acetate channel.

3.2. Optimization of the continuous ultrasonic acid extraction of cadmium

A Plackett—Burman 2°6 * 3/16 factorial type III resolution design with one centrepoint
was selected for optimization of the continuous ultrasonic acid extraction of cadmium.
This design involved 13 non-randomized runs. This factorial design was applied to
50-60 mg of a cabbage sample with a cadmium content of 0.391 +0.003 pg/g (this Cd
concentration was obtained using an off-line acid digestion procedure, n=11). To opti-
mize the CUES, cadmium was measured on-line by FAAS with a flow system that
involves the preconcentracion step previously optimized. Six experimental variables
were optimized: HNO;3; and HCI concentrations (leaching solution), sonication time,
leaching temperature, flow rate of the CUES and leaching volume. Table 3 shows
the lower and upper levels for each studied variable and the results of the experimental
design. These results can be visualized by a standardized (P=95.0%) main effects
Pareto chart (figure 3). It can be seen that the cadmium extraction from vegetable
samples appeared to be affected by three statistically significant factors: sonication
time, flow rate of the CUES and nitric acid concentration. Sonication time and nitric
acid concentration were affected by a positive estimated effect. In order to increase
the sampling frequency, a possible reduction in the sonication time was studied.

Table 3. Factor levels in the Plackett—-Burman design (276 * 3/16) for the continuous ultrasonic acid
extraction of cadmium from vegetable samples.

Variable Key Low (—) High (+) Optimum
HNOj concentration (M) G 0 3 3
HCI concentration (M) H 0 3 0
Sonication time (min) 1 0.5 5 2
Leaching volume (mL) J 2 5 2
Leaching temperature (°C) K 20 70 20
Flow rate of the CUES (mL/min) L 3.5 6.0 3.5
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Figure 3. Standardized (P =95%) main effects Pareto chart for the Plackett-Burman design (2°6 * 3/16) for
continuous ultrasonic acid extraction of cadmium from vegetable and fruit samples.

Thus, the sonication time was studied between 1 and 2min. The results obtained
showed that a sonication time of 1.5min was not enough to obtain a quantitative Cd
extraction, but 2min provided a 101.4% recovery. Nitric acid concentration, affected
by a positive estimated effect, was fixed in 3 M. The flow rate of the CUES was affected
by a negative estimated effect, so 3.5 mL/min was fixed as the optimum. To simplify the
analysis, 0 M HCI, room temperature and 2 mL of leaching volume were selected, since
these parameters were not statistically influential factors. The optimum conditions for
continuous ultrasonic acid extraction of Cd are listed in table 3.

Finally, two variables that can affect the acid extraction process were studied. These
variables are the sample particle size and the amount of sample. By using the optimum
conditions, particle sizes of 30—-100 um were tested. The results obtained showed that
this variable does not affect the extraction process. As optimum results were obtained
when a sample amount of 60 mg was used to optimize the CUES system, we presumed
that smaller quantities would also be suitable. However, it is important to know the
maximum amount of sample that is quantitatively leached in order to increase the
sensitivity of the method. Therefore, the use of sample amounts higher than 60 mg
were studied. The results obtained showed that amounts of sample greater than
60 mg produced pressure in the CUES, causing losses of sample. Thus, the maximum
amount of sample that can be used is 60 mg.

4. Analytical figures of merit

The calibration graph was run (n=7) under optimum chemical and flow conditions for
the whole process, the equation was absorbance =7.8 x 10* 4 3.12 X (r =0.999), where
X is cadmium concentration expressed as pg/mL. The linear range tacking into account
60 mg of sample and 92 uL of eluent volume was 0.067-3.243 ng/g.

The validation of the method was performed using 60 mg of a certified reference
material, NCS DC 73351 tea leaves, with a Cd content of 0.057 +0.008 pg/g. Due
to the low Cd concentration of reference material, two acid extractions were carried
out, and the acid extracts were preconcentrated in the same preconcentration
minicolumn. The Cd content obtained (mean £+ SD, n=3) was 0.059 +0.002 pg/g,
which agrees with the certified value.

The precision of the preconcentration step was verified using | mL Cd standard solu-
tion containing 0.024 pg/mL (n=11), and the precision of the whole process was
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checked using a cabbage sample containing 0.391 +0.003 pg/g Cd (n=11). The results
obtained, expressed as relative standard deviation were 1.9 and 2.1%, respectively. To
evaluate the proposed procedure for possible sample matrix interferences, a standard
addition method was carried out. In this way, the reference material (NCS DC
73351) was spiked with several cadmium standard solutions added into the leaching
solution (0-0.03 pg/mL). In these conditions, an addition calibration graph was run
(n=06) under the optimal chemical and flow conditions for the whole process, the
equation was absorbance=0.0343.26 X (r=0.999), where X is Cd concentration
expressed as pg/mL. This equation and the calibration graph have a similar slope,
demonstrating that there are no matrix interferences for Cd determination.

The limit of detection (LOD) based on three times the standard deviation of the
blank (n=30) was found to be 0.014 pg/g. The quantification limit (LOQ) based on
ten times the standard deviation of the blank (n=30) was found to be 0.067 pug/g.
The preconcentration factor of the method based on the rate between the direct
calibration graph and FIA calibration graph slopes was found to be 20.5. The theoretic
value of this factor was 21.7. The resin capacity based on maximum amount of
cadmium that was able to retain the chelating resin was 7.1 umol Cd/g resin. The
sample throughput taking into account the whole process was about 16 samples/h.

5. Analysis of samples

The method was applied to determine Cd in several fruit and vegetable samples, some
being crops from Galicia, Spain. The concentration of cadmium in these samples
ranged from 0.118 to 0.640 ug/g. The results obtained with the proposed method
were compared with those achieved by a conventional off-line sample digestion
method with concentrated nitric acid, a preconcentration step using the chelating
resin Chelite P and determination by FAAS. To compare the results obtained by
both methods, the paired z-test was applied [18]. As shown in table 4, neither method

Table 4. Determination of cadmium in vegetable and fruit samples and paired z-test.

Sample [Cd]* (ng/g) [Cd]” (ng/2) Recovery (%)
Cabbage 0.391 40.003 0.396 4 0.009 101.3
Lettuce 0.643 £0.005 0.640 4 0.003 99.5
Turnip tops 0.169 40.001 0.166 % 0.004 98.2
Red cabbage 0.181 40.006 0.178 +0.006 98.3
Silver beet 0.473 £0.005 0.479 £0.002 101.3
Potato 0.266 = 0.002 0.256 £0.001 96.2
Courgette 0.398 40.001 0.400 £ 0.007 100.5
Carrot 0.266 4 0.007 0.268 4 0.007 100.8
Tea 0.233 £0.002 0.233 £0.006 100.0
Lime tea 0.354 40.006 0.355 40.009 100.3
Camomila 0.23140.010 0.23040.010 99.6
Banana 0.119 40.004 0.118 4 0.004 99.2
Pear 0.147 0.003 0.143 £0.003 973
Apple 0.258 4 0.009 0.259 4 0.008 100.4
Peach 0.153 +0.004 0.143 +0.001 93.5

2Off-line acid digestion, preconcentration with a chelating resin (Chelite P) and FAAS Cd determination.
®Cd concentration obtained by the present method. Experimental value of r=1.01; Critical value of ¢ (n—1=14,
P=0.05)=2.15.
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gives significantly different values, so the agreement between the two methods is
satisfactory.

6. Conclusions

The continuous ultrasound-assisted extraction system (CUES) combined with FI
preconcentration is a rapid, precise and accurate sample pretreatment procedure and
an effective approach for improving the sensitivity of the FAAS determination of
cadmium in solid samples. The main goals obtained with the proposed method are a
reduction in sample contamination as well as analyte losses (because less manipulation
of the sample is required), a reduction in the amount of sample and reagent consump-
tion (compared with off-line digestion procedures that involved 2-3 g [3], 2-10 g [6] and
0.5g [8] of sample and upper volumes of concentrated acids), and a reduction in the
sample preparation time (compared with digestion procedures: overnight at 50°C and
2h at boiling point [3,4]) or dry ashing procedures (18 h [9] and 28 h [10]). These
achievements imply an increase in sample throughput. A good match was obtained
between off-line digestion and on-line ultrasound-assisted extraction, thus confirming
the validity of the whole procedure. The proposed system is simple and obviates the
use of expensive and sophisticated instruments.
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INTRODUCTION

Contamination of the environ-
ment by metals is a problem that
has become of regional and even
global concern. High metal concen-
trations occur within sites contami-
nated by atmospheric emissions
from point source mining and
smelting operations, and from com-
bustion of fossil fuels.

The determination of inorganic
elements in foods and biological
materials has become of consider-
able interest because of the impor-
tance or toxicity of many of these
elements to human health.
Cadmium is an important environ-
mental toxicant, having adverse
health effects following long-term
chronic exposure. This metal can
be easily absorbed by plants and
accumulates in the tissues of herbi-
vores, mostly in the liver and kid-
ney. Since meat and meat products
form an important part of the
human diet, cadmium can find its
way into the human food chain (1).
Therefore, the monitoring of
endogenous and exogenous toxic
trace elements, such as cadmium,
in foods is an important aspect of
food analysis.

Inductively coupled plasma
(ICP) (2), inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS)
(3-4), and differential pulse anodic
stripping voltammetry (DPASV) (5)
have been used for the determina-
tion of cadmium in meat samples.
Atomic absorption spectrometry
[graphite furnace (GFAAS) or flame
atomic absorption spectrometry
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ABSTRACT

A simple flow injection
method is proposed, which com-
bines continuous acid extraction,
preconcentration, and flame
atomic absorption spectrometry
for the determination of
cadmium in meat samples. The
dynamic acid extraction step was
carried out by using a continuous
ultrasound-assisted extraction
system. The acid extract was pre-
concentrated on-line on a mini-
column packed with a chelating
resin (Chelite P, with amino-
methylphosphoric acid groups),
and elution was carried out with
hydrochloric acid. Once eluted,
cadmium was continuously moni-
tored by flame atomic absorption
spectrometry. These steps were
optimized applying an experi-
mental design.

The method allowed a total
sampling frequency of 16 sam-
ples per hour. Good precision of
the procedure was obtained
[2.9%, expressed as relative stan-
dard deviation (RSD)], including
a high enrichment factor (20.5),
and detection and quantification
limits of 0.014 and 0.067 pg/g for
60 mg of sample, respectively.
The accuracy of the proposed
method was verified using CRM
183 Pig Kidney standard refer-
ence material; the results were in
good agreement with the certi-
fied values. The analytical proce-
dure was applied to the
determination of trace amounts
of cadmium in real meat samples.

(FAAS)] has shown to meet most of
the requirements for a reliable and
fast determination of this element in
meat. GFAAS has greater sensitivity
than flame atomic absorption spec-
trometry and preconcentration
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steps are usually not required, but
the method is subject to more
chemical interferences and some
form of matrix modification is
required. Flame AAS is simple and
inexpensive and therefore widely
used for the determination of metal-
lic elements. Flame AAS, using air-
acetylene, provides accurate and
sensitive results for cadmium deter-
mination. Nevertheless, the concen-
tration of metallic ions in different
types of matrices (such as cadmium
in meat) is often below the detec-
tion limits attainable even with the
most sensitive detectors. Therefore,
in order to determine trace levels of
trace metals using FAAS, it is neces-
sary to enrich the sample. Evans et
al. (2) used a chelating reagent solu-
tion [1.0% (m/v) solution of APDC-
DDDC] to form a metal chelate
with cadmium; this chelate was
then extracted with chloroform.
Falandysz (6) preconcentrated cad-
mium by forming a complex with
APDC that was extracted with
methyl isobutyl ketone. Gomes
Neto et al. (7) proposed a minicol-
umn packed with a strongly basic
anion exchanger (AG-X8 resin) for
the spectrometric determination of
cadmium in foodstuffs, plants, and
similar products based on the for-
mation of a cadmium iodide-Mala-
chite Green (MG) associate.

The analysis of solid foodstuffs
usually requires a rather complicated
and time-consuming sample prepa-
ration. Loss of test elements and
sample contamination with these
elements may occur during this
step, which deteriorates the relia-
bility of the analysis. Moreover,
sample preparation substantially
adds to the duration and cost of
analysis. Wet digestion is the pre-
ferred sample preparation proce-



dure for the determination of cad-
mium in foods. The Analytical
Methods Subcommittee
recommends use of a sulphuric
acid-hydrogen peroxide wet diges-
tion with the usual precautions (8).
A number of methods for cadmium
determination in meat samples
based on wet digestion have also
been proposed. However, the prin-
cipal disadvantages of this method
are a very time-consuming process
[i.e., overnight at room tempera-
ture and 1 hour at 120°C (9), 6.5 h
at different temperatures (10)] and
the use of concentrated acids
[nitric acid and hydrogen peroxide
(11), a nitric, perchloric and
sulphuric acid mixture (10)].
Microwave-assisted digestion was
carried out by Crete et al. (11),
Cubadda et al. (4), Zhou et al. (3),
and Jorhem et al. (12). Despite the
use of microwave digestion, which
is fast and effective, the digestion
operation requires concentrated
acids, which generate carcinogenic
nitrous vapors as a consequence of
the organic matrix destruction, so
safety control in the laboratory has
to be taken into account. If dry ash-
ing is used, the temperature must
be kept below 500°C to prevent
volatilization losses. This procedure
is also very time-consuming [2 h at
100°C, 1 h at 150°C, 1 h at 300°C,
and 15 h at 450°C (13)].

The use of ultrasonic energy is of
great help in the pre-treatment of
solid samples because it facilitates
and accelerates operations such as
the extraction of organic and inor-
ganic compounds, slurry dispersion,
homogenization, and other analyti-
cal stages. It also eliminates total
sample matrix introduction into the
nebulizer of the spectrometer,
which occurs with solid sampling,
slurry sampling, and the digestion
procedures (14-15).

Since its introduction, flow injec-
tion analysis (FIA) has established
itself as a very useful and versatile
technique (16-17). Some of the

advantages are flexibility, reliability,
reproducibility, ease of automation,
high sample throughput, small sam-
ple volume, and low reagent con-
sumption and interferences.

In this paper, we describe a sim-
ple and continuous ultrasound-
assisted extraction system (CUES)
connected to an on-line flow injec-
tion manifold for acid leaching of
cadmium, on-line concentration of
this trace metal from the acid
extract using a chelating resin
(Chelite P, with aminomethyl-phos-
phoric acid groups) , and its deter-
mination by flow injection-flame
atomic absorption spectrometry
(FI-FAAS). This procedure
combines the benefits of the ultra-
sound-assisted extraction methods,
the high sensitivity of the precon-
centration techniques, and the
advantages of the FI system. The
method was applied to the analysis
of meat samples for the determina-
tion of cadmium.

EXPERIMENTAL

Instrumentation

A PerkinElmer Model 5000
atomic absorption spectrometer
was used (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Shelton, CT,
USA), equipped with a cadmium
hollow cathode lamp. The instru-
ment was set at 228.8 nm. The
spectrometer output was
connected to a PerkinElmer Model
50 Servograph Recorder with a
range of 5 mV. The FI system was
equipped with two Gilson®
Minipuls™ 3 peristaltic pumps
(Gilson, France) fitted with Viton®
tubes, an ultrasonic bath (Selecta,
Barcelona, Spain), six Rheodyne®
injection or switching valves (USA),
Models 5041 and 5301, a glass mini-
column (100 mm x 3 mm i.d., bed
volume 700 pL) (Omnifit, UK). The
ends of the minicolumn were
plugged with filter paper (Whatman
541) and the Viton minicolumn
(120 mm x 1 mm i.d.) was packed
with 50 mg chelating resin for the
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preconcentration step. The ends of
the minicolumn were plugged with
glass wool.

Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQ.cm
resistivity, obtained from a Milli-Q™
water purification system
(Millipore, Bedford, MA, USA), was
used for preparation of the reagents
and standards. Hydrochloric acid,
nitric acid (Scharlau Chemie,
Barcelona, Spain), and 1000 pg/mL
cadmium standard solution (Merck,
Darmstadt, Germany) were of
reagent grade. The chelating resin
used was Chelite P, with amino-
methylphosphoric acid groups
(Serva Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg, Germany). The sample par-
ticle size was 0.3-0.8 mm and
ammonium acetate (Merck) of 16
mol/L in aqueous solution. The cer-
tified reference material was CRM
183 Pig Kidney (Community Bureau
of Reference, Brussels, Belgium).

Sample Preparation and
Procedure

The meat, liver, and kidney sam-
ples were purchased at a local
supermarket. Visible fat, connective
tissue, and major blood vessels
were excised. The samples were
cut into small pieces, dried at 50°C,
triturated and pulverized in a porce-
lain mortar and, after sieving, frac-
tions with a particle size less than
30 um were taken for analysis.

The continuous cadmium deter-
mination system is shown in Fig-
urel. Meat samples of 50-60 mg
were weighed directly into the
glass minicolumn. Then, the mini-
column was connected to the
CUES. First, the CUES circuit (2 mL)
was loaded with the acid leaching
solution (3 M nitric acid). Once the
CUES circuit was closed, the leach-
ing solution circulated through the
minicolumn under ultrasonic
energy action at a flow rate of 3.5
mL/min for 2 min. The direction of
the flow was changed each 30 s in
order to avoid sample accumulation
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Fig. 1. Flow injection manifold for the whole procedure (CUES and preconcentration device) for cadmium determination in

meat samples. Pl and P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution; W, waste; UB, ultrasonic bath; MS, minicolumn containing
the sample; 1V, injection valve; SVI-SV5, switching valves; MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn containing the chelat-
ing resin (Chelite P) and FAAS, flame atomic absorption spectrometer.

at the end of the minicolumn.
Then, the switching valve (§V2)
was switched to its opposite posi-
tion and the acid extract was
homogenized in the mixing coil.
After this, the acid extract channel
converged with a buffer solution
stream and 16 M ammonium
acetate was added in order to
obtain a pH value of >3. The mix-
ture was homogenized in a second
mixing coil and then passed
through the preconcentration mini-
column at a flow rate of 2 mL/min.
The cadmium was retained quanti-
tatively by formation of a metal
chelate, eluted by injection of 92 pL
of 3 M hydrochloric acid into a
water carrier stream, and swept to
the detector where cadmium was
continuously monitored.

Standard solutions containing
between 0.000 and 0.036 pg/mL of
Cd in the same acid medium as the
leaching solution were introduced
into the flow system.

RESULTS AND DISCUSSION

In the proposed approach, the
order used for optimizing the steps
involved was as follows: (a) the
variables affecting the cadmium
preconcentration step and (b) the
leaching step.

TABLE I
Factor Levels Studied in the Plackett-Burman Design (2° 3/16)
for the Cd Preconcentration-Elution Process

Variable

Sample pH

Sample flow rate (mL/min)
Eluent concentration (HCI, M)
Eluent volume (uL)

Elution flow rate (mL/min)
Minicolumn diameter (mm)

Key Low High  Optimum
A 1 7 3-8
B 0.5 4.0 2.0
C 0.1 3.0 3.0
D 70.4 190 92
E 3.0 5.0 3.0
F 1.0 2.0 1.0

Optimization of the Cd Precon-
centration Step

The number of variables that
affect the cadmium preconcentra-
tion step is very large: HCl concen-
tration (eluent solution), elution
flow rate, sample pH to obtain a
quantitative retention on the chelat-
ing resin, flow rate of the sample,
eluent volume, and minicolumn
diameter. Plackett-Burman designs
are principally used when the num-
ber of variables that influence the
analytical system is very large,
because such designs permit the
use of a full factorial design and the
number of factor combinations can
be obtained in multiples of four (18).

In this paper, a Plackett-Burman
2°(3/16) factorial type III resolu-
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tion design with one center point
was selected, allowing 6 degrees of
freedom and involving 13 non-ran-
domized runs. This factorial design
was applied to a standard solution
containing 0.04 pg/mL of cadmium.
One mL of this solution was passed
through the preconcentration mini-
column. The lower and upper lev-
els for each studied variable are
listed in Table 1. These values were
chosen from available data reported
in previous experiments.

From the results of these analyti-
cal data, it can be concluded that
the cadmium preconcentration-
elution process appeared to be
affected positively by one statisti-
cally significant factor, namely the
sample pH. This means that the
cadmium preconcentration-elution



efficiency is directly proportional
to the pH and best responses (cad-
mium recovery, %) are obtained at
the highest tested level of this vari-
able.

All other parameters were not
statistically influential. The diame-
ter of the minicolumn, eluent con-
centration, and eluent volume were
affected by a positive estimated
effect, while the sample flow rate
and eluent flow rate were affected
by a negative estimated effect.

In order to improve the analyti-
cal characteristics of the method,
other experiments outside the
framework of the design were car-
ried out. Table II shows the results
of these experiments. The minicol-
umn diameter is affected by the
lower positive estimated effect. In
order to avoid a system connection
fit, a minicolumn with a diameter
of 1 mm was chosen as optimum.

The eluent volume is the vari-
able with an upper non-significant
estimated effect and was affected
by a positive sign. Eluent volumes
of 70.4, 92, and 190 uL were stud-
ied to obtain a greater concentra-
tion factor. An eluent volume of
70.4 pL was not enough to obtain a
quantitative recovery (65%), but 92
uL provided the complete elution
of cadmium from the minicolumn;
and 92 pL was selected as the opti-
mum eluent volume.

Eluent and sample flow rates
were affected by a negative
estimated effect. In order to
achieve the greatest sampling fre-
quency, the upper values of the
flow rates were studied. The eluent
flow rate was studied between 3-4
mL/min. A flow rate of 4 mL/min
provided a 44.3% recovery, while
the lower value studied for this vari-
able (3 mL/min) was chosen as the
optimum value because a quantita-
tive elution was obtained. On the
other hand, a sample flow rate
between 2-3 mL/min was also stud-
ied. It was found that a flow rate of
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TABLE II
Experiments Outside the Framework of the
Design to Fine-tune the Preconcentration-Elution Process

Cd
Recovery
A B G D E F (%)
7 0.5 3.0 190 3 1 99.7
7 0.5 3.0 70.4 3 1 65.0
7 0.5 3.0 92 3 1 103.4
7 0.5 3.0 92 4 1 44.3
7 2.0 3.0 92 3 1 96.1
7 3.0 3.0 92 3 1 56
7 2.0 2.0 92 3 1 74.9
TABLE III
Study of pH Range for Quantitative Retention of Cd
Cd
Recovery
A 7B C B l) E F (%)
8 2.0 3.0 92 3 1 106.1
9 2.0 3.0 92 3 1 46.2
3 2.0 3.0 92 3 1 98.6
2 2.0 3.0 92 3 1 Tl

3 mL/min provides a 56% recovery,
while a flow rate of 2 mL/min gave
a quantitative cadmium recovery of
>95%; and this value was selected
as the optimum for cadmium reten-
tion.

In order to reduce the hydro-
chloric acid concentration (eluent),
one experiment was performed
using a lower concentration (2 M).
The recovery obtained was not
quantitative, so 3 M hydrochloric
acid concentration was selected.

Finally, a few experiments were
carried out with the aim of estab-
lishing the pH range for quantita-
tive retention of cadmium. The
results of these experiments are
listed in Table III. Cadmium was
retained quantitatively in the pH
range of 3-8. This is a very impor-
tant factor because the sample in
the acid extract has a very low pH
value (3 M nitric acid medium). An
ammonium acetate buffer solution
was proposed in order to achieve
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the optimum pH for cadmium
retention. Since quantitative extrac-
tion of Cd in meat samples needs
an acid medium and the pH opti-
mum for Cd retention on the
chelating resin ranges from 3-8, an
ammonium acetate buffer solution
was proposed. In order to carry out
this pH increase on-line, the con-
centration, volume, and flow rate of
the ammonium acetate buffer solu-
tion were studied. A 0.61-g amount
of ammonium acetate was required
to increase the pH from 3-5 for 2-5
mL of acid extract.

The buffer solution concentra-
tion was studied between 2.65-16
M. These concentrations implied a
buffer solution volume ranging
from 0.5-3.0 mL and a buffer solu-
tion flow rate from 0.4-1.0
mL/min. The principal aim was to
achieve a greater sampling
frequency, and the sum of both
flow rates (sample flow rate and
buffer solution flow rate) could not



exceed a total flow rate of 2
mL/min (maximum flow rate to
obtain a quantitative cadmium
retention). A 16 M concentration,
0.5 mL buffer solution, and 0.4
mL/min flow rate were selected as
a compromise for the ammonium
acetate channel. The optimum con-
ditions for the cadmium preconcen-
tration-elution are listed in Table L.

Optimization of Continuous
Ultrasonic Acid Extraction of Cd

In this case, the same experimen-
tal design was used: a Plackett-Bur-
man 2° (3/16) factorial type TII
resolution design. This factorial
design was applied to 60 mg of rab-
bit liver with a cadmium concentra-
tion of 0.165 pg/g. The sample
concentration was obtained using
an offline acid digestion procedure.
Six experimental variables were
optimized: nitric acid and
hydrochloric acid concentrations
(leaching solution), sonication
time, leaching temperature, flow
rate of the CUES, and leaching vol-
ume. To optimize the CUES, cad-
mium was measured on-line by
FAAS with a flow injection system
that involves the preconcentration
step previously described. Table TV
summarizes the lower and upper
levels for each studied variable.

The analytical data show that
cadmium extraction appeared to be
affected positively by two statisti-
cally significant factors: nitric acid
concentration and sonication time.
The flow rate of the CUES,
hydrochloric acid concentration,
and leaching volume were affected
by a negative estimated effect,
which suggests that they inhibit the
extraction at the highest levels
tested. Thus, a 3.5 mL/min flow
rate, O M hydrochloric acid concen-
tration, and 2 mL volume were
selected as the optimum values.

The sonication temperature was
affected by a positive estimated
effect but was not a statistically sig-
nificant factor. In order to simplify

TABLE IV
Factor Levels Studied in the Plackett-Burman Design (2° 3/16) for the
Continuous Ultrasonic Acid Extraction of Cd From Meat Samples

Variable

HNO; concentration (M)

HCI concentration (M)
Sonication time (min)

Leaching volume (mL)

Leaching temperature ("C)
Flow rate of the CUES (mL/min)

Low High Optimum
0 3 3
0 3 0
0.5 5.0 2
2.0 5.0 2
20 70 20
3.5 6.0 3.5

TABLE V
Experiments Qutside the Framework of the Design to Fine-tune the
Continuous Ultrasonic Acid Extraction Process

G H I J
3 0 2 2
3 0 1.5 2
1.5 0 2 2

Cd
K L Recovery (%)
20 3.5 99.7
20 3.5 82.3
20 3.5 70.8

the determination, a room tempera-
ture of 20°C was selected as the
optimum temperature for cadmium
extraction. In this case, only three
experiments outside of the frame-
work of this study were carried out
and the results are listed in Table V.
The aim of this study was to
increase the sample frequency and
to reduce the nitric acid concentra-
tion. The sonication time was stud-
ied between 2.0-1.5 min. Since

2 min was enough to extract cad-
mium quantitatively, but 1.5 min
provided an 82.3% recovery, 2 min
was selected as the optimum soni-
cation time.

Finally, the possible reduction of
nitric acid concentration was stud-
ied. A 1.5 M nitric acid concentra-
tion was tested but was found not
to be enough to obtain a quantita-
tive cadmium extraction. Best
results were obtained with 3 M
HNO; and this value was chosen as
the leaching solution. The optimum
conditions for continuous ultra-
sonic acid extraction are listed in
Table IV.
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Two sample variables that can
affect the acid extraction process
were studied, namely, meat parti-
cle size and amount of sample.
Using the optimum CUES and pre-
concentration conditions, particle
sizes between 30-100 um were
tested. The results obtained indi-
cate that this variable does not
affect the extraction process. Since
optimum results were obtained
when a sample amount of 60 mg
was used to optimize the CUES sys-
tem, we supposed that smaller
quantities would also be suitable.
We also studied the maximum
amount of sample that is quantita-
tively leached in order to increase
the sensitivity of the method and
selected 80 mg. The results demon-
strated that sample amounts greater
than 60 mg produce high pressure
in the CUES and cause loss of sam-
ple. Therefore, the maximum sam-
ple amount that can be used is 60
mg.



Features of the Method

The calibration graph was run
(n=7) under optimum chemical and
flow conditions for the global
process, the equation was
absorbance = 7.8 x10°* + 3.12 X
(r=0.999), where X is the Cd con-
centration expressed as pug/mL. The
linear ranged from 0.067-3.243
Hg/g.

The precision of the preconcen-
tration step was verified using 1 mL
Cd standard solution containing
0.024 pg/mL Cd (n = 11). The pre-
cision for the global process
obtained for the real samples was
checked on a rabbit liver sample
containing 0.165 ug/g Cd (n = 11),
The results obtained and expressed
as the relative standard deviation
were 1.9 and 2.9%, respectively.
The limit of detection (LOD), based
on three times the standard devia-
tion (n = 30) of the blank, was
found to be 0.014 pg/g. The quan-
tification limit (LOQ) based on 10
times the standard deviation (n =
30) of the blank was found to be
0.067 pg/g. The validation of the
method was performed using a cer-
tified reference material CRM183
Pig Kidney, with a cadmium con-
tent of 2.71 £ 0.15 pg/g. The cad-
mium content obtained for the
certified reference material by the
proposed method (mean + SD,

n = 3) was 2.76 £ 0.05 pg/g, which
agrees with the certified value.

The concentration factor of the
method based on the rate between
the direct calibration graph and FIA
calibration graph was found to be
20.5. The resin capacity based on
the maximum amount of cadmium
that was able to retain the chelating
resin was 7.07 umol Cd/g resin.
The sample throughput using the
proposed method was about 16
samples/h.

Analysis of the Samples

The method was applied to the
determination of cadmium in vari-
ous meat samples. The concentra-
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TABLE VI
Determination of Cd in Meat Samples and Paired t-Test

Sample
Chicken 0.134
Turkey 0.157
Pig 0.133
Calf 0.101
Mutton 0.107
Rabbit liver 0165
0.408

Mutton kidne)-'|

| [Cdl, (ug/g) | [Cdly, (ng/g)

Recovery (%)

0.135 99.3
0.157 100
0.130 102.3
0.096 105.2
0.106 100.9
0.168 98.2
0.417 97.8

A: Off-line acid digestion, preconcentration with a chelating resin (Chelite P)

and FAAS Cd determination.

B: Cd concentration obtained by the present method.
Experimental value of ¢ = 0.33; Critical value of (1,,_,=6, P=0.05) = 2.45

tion of cadmium in these samples
ranged from 0.096-0.417 pg/g. The
results obtained with the proposed
method were compared with those
achieved by a conventional off-line
sample digestion method with con-
centrated nitric acid, a preconcen-
tration step previously optimized
by using the chelating resin Chelite
P, and determination by FAAS. To
compare the results obtained by
both methods, the paired #-test was
applied (19). As shown in Table VI,
both methods do not give signifi-
cantly different values, thus the
agreement between the two meth-
ods is satisfactory.

CONCLUSION

The continuous ultrasound-
assisted extraction system (CUES)
combined with a preconcentration
step and coupled with a FI mani-
fold has demonstrated to be a rapid,
precise, and accurate sample pre-
treatment procedure for the acid
leaching of cadmium, preconcen-
tration of this trace metal, and its
determination by FAAS in solid sam-
ples. The main goals obtained with
the method proposed are a reduc-
tion of sample contamination as
well as analyte loss. This is because
less manipulation of the sample is
required, reduced sample and
reagent amounts are needed, and a
reduction in the sample prepara-
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tion time is achieved which signifi-
cantly increases sample throughput.

This procedure combines the
benetfits of ultrasound-assisted
extraction with the high sensitivity
provided by the preconcentration
step and the inherent advantages of
the FI systems.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful for the
financial support provided by the
Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA). Ministerio de Ciencia y
Tecnologia (Project No. CALO1-043).
S.C. acknowledges a grant from the
Xunta de Galicia.

Received July 14, 2004.



REFERENCES

1. J.M. Llobet, G. Falco, C. Casas, A.
Teixido, and J.L. Domingo, J.
Agric. Food Chem. 5, 838 (2003).

2. W.H. Evans and D. Dellar, Analyst
197, 977 (1982).

3. H. Zhou and J. Liu, At. Spectrosc. 18,
115 (1997).

4. F. Cubadda, A. Raggi, A. Testoni, and
F. Zanasi, ]. AOAC Int. 85, 113
(2002).

5.J. Kumpulainen, M. Paakki, and R.
Tahvonen, Fresenius’ J. Anal.
Chem. 338, 423 (1990).

6. J. Falandysz, Food Addit. Contam. 8,
71 (1991).

7. J.A. Gomes Neto, H. Bergamin Filho,
R.P. Sartini, and E.A.G. Zagatto,
Anal. Chim. Acta. 300, 343 (1995).

8. Analytical Methods Subcommittee,
Analyst 100, 761 (1975).

9. M. Lopez Alonso, ].L. Benedito, M.
Miranda, C. Castillo, J. Hernandez,
and R.F. Shore, Food Addit. Con-
tam. 17, 447(2000).

10. C.D.C. Salisbury and W. Chan, J.
AOAC Int. 74, 587 (1991).

11. M. Crete, F. Potvin, P. Walsh, J.L.
Benedetti, M.A. Lefebvre, ].P.
Weber, G.Paillard, and J. Gagnon,
Sci. Total Environ. 66, 45 (1987).

12. L. Jorhem and J. Engman, J. AOAC
Int. 83, 1189 (2000).

13. N. Ybanez, R. Montoro, and A.
Bueso, Rev. Agroquim. Tecnol.
Aliment. 23, 510 (1983).

14. A. Moreno-Cid, M.C. Yebra, S.
Cancela, and R.M. Cespon, Anal.
Bioanal. Chem. 377, 730 (2003).

15. M.C. Yebra, A. Moreno-Cid, R.M.
Cespon, and S. Cancela, At. Spec-
trosc. 24, 31(2003).

16. K.K. Stewart, G.R. Beecher, and P.E,
Hare, Fed. Proc. 33, 1439 (1974).

17. J. Ruzicka and E.H. Hansen, Anal.
Chim. Acta. 78, 145 (1975).

18. S.N. Deming and S.L. Morgan,
Experimental Design: A Chemo-
metric Approach, Elsevier, Amster-
dam, The Netherlands (1994).

19. J.C. Miller and J.N. Miller, Statistics
for Analytical Chemistry, Ellis Hor-
wood, Chichester, UK (1994).

116







Anal Bioanal Chem (2005) 382: 1093-1098
DOI 10.1007/s00216-005-3237-x

ORIGINAL PAPER

M. C. Yebra - S. Cancela

Continuous ultrasound-assisted extraction of cadmium from legumes
and dried fruit samples coupled with on-line preconcentration-flame

atomic absorption spectrometry

Received: 9 November 2005/ Revised: 31 January 2005/ Accepted: 7 February 2005/ Published online: 21 May 2005

© Springer-Verlag 2005

Abstract Cadmium was continuously extracted with
diluted nitric acid from legumes and dried fruit samples
using a simple, rapid and continuous ultrasound-assisted
extraction system. A minicolumn packed with a chelat-
ing resin (Chelite P, with aminomethylphosphoric acid
groups) was placed between the extraction unit and the
detector for cadmium preconcentration. The cadmium
content in the acid extract was retained into the mini-
column, and elution was carried out with hydrochloric
acid, with this trace metal continuously monitored by
flame atomic absorption spectrometry. An experimental
design (Plackett-Burman 26><3/ 16) was used to optimize
the continuous leaching procedure and the preconcen-
tration step. The method allowed a total sampling fre-
quency of 10 and 14 samples per hour for legumes and
dried fruit, respectively. The procedure displayed good
precision (2.0 and 2.5%, respectively, expressed as rel-
ative standard deviations) for samples containing
0.202+0.005 pg g ! Cd (broad bean) and
0.239+0.004 pg g ' Cd (peanut). Detection limits of
0.014 pgg~! Cd for 60 mg of legume samples and
0.011 pg g~ ' Cd for 80 mg of dried fruit samples were
obtained. The method was successfully applied to the
determination of trace amounts of cadmium in legumes
and dried fruit samples.

Keywords Ultrasound-assisted acid extraction -
Minicolumn preconcentration - Cadmium - Flame
atomic absorption spectrometry - Flow injection
analysis - Legumes and dried fruit samples
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Introduction

The popularity and consumption of legumes and dried
fruits are growing due to their nutritional properties and
beneficial effects. However, such foods can contain trace
levels of toxic trace metals such as cadmium, so it is
important to monitor the levels of these toxic metals in
these foods [1].

Since most analytical instruments (such as atomic
spectrometric detectors) handle liquid samples, more
attention should be directed into improving solid sample
pre-treatment, because it is currently often time-con-
suming and prone to contamination or analyte losses
due to the prolonged sample manipulation. Recently,
new sample treatment methods, such as ultrasound-as-
sisted extraction, have been proposed for extracting
trace metals from various solid matrices. These methods
are based on the use of diluted acids to extract or leach
the trace metals from the solid samples. Nevertheless,
these procedures are laborious and time-consuming be-
cause they involve large sonication times (10-120 min)
and a centrifugation step is needed to separate the liquid
phase (10-20 min) [2-7]. Our investigation team has, for
the first time, developed a CUES coupled to a FI man-
ifold for the determination of Cu, Fe, Ca and Mn in
solid samples by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) [8-11]. This flow-injection (FI) system avoids
the drawbacks present in their offline counterparts be-
cause the extraction time and sample manipulation are
reduced considerably. Nevertheless, FAAS cannot gen-
erally be used to directly determine cadmium in food
samples because of its insufficient detection capabilities.
Thus, trace metal preconcentration is used to increase
the analyte concentration to measurable levels. The
preconcentration and/or separation of trace elements
prior to FAAS detection is carried out using several
solid-phase extraction procedures (SPE), generally
involving chelating resins or metal complexation fol-
lowed by retention on an adsorbent support [12, 13].
Nevertheless, the preconcentration process inserts addi-
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tional steps into the analytical process, increasing the
analysis time and the risk of contamination or analyte
losses, but these problems can be minimized if this step is
performed online using a FI manifold.

In this paper, we describe a continuous ultrasound-
assisted extraction system (CUES) coupled to a FI
manifold for the acid leaching of cadmium, the online
preconcentration of this trace metal (achieved using a
chelating resin: CHELITE P, with aminomethylphos-
phoric acid groups), and its determination by FI-FAAS.
Thus, the whole manifold combines the three processes
(acid extraction, preconcentration and detection). This
procedure combines the benefits of ultrasound-assisted
extraction procedures and the high sensitivity of pre-
concentration techniques with the advantages provided
by FI systems. The method was applied to cadmium
determination in legume and dried fruit samples.

Experimental
Instrumentation

A Perkin-Elmer Model 5000 atomic absorption spec-
trometer (Perkin Elmer, Shelton, CT-USA) was fur-
nished with a cadmium hollow cathode lamp. The
instrument was set at 228.8 nm. The spectrometer output
was connected to a Perkin Elmer Model 50 Servograph
Recorder with a range of 5 mV. The FI system included
two Gilson Minipuls peristaltic pumps (Gilson, France)
fitted with Viton tubes, an ultrasonic bath (Selecta,
Barcelona, Spain), six Rheodyne injection or switching
valves (USA), Models 5041 and 5301, a glass extraction
minicolumn (100x3 mm i.d., bed volume 700 pL, Om-
nifit, UK; the ends of minicolumn were plugged with
filter paper (Whatman 541)), a Viton preconcentration

Fig. 1 Flow injection manifold for the whole procedure (CUES
and preconcentration device) for cadmium determination in
legumes and dried fruits sample. P/ and P2 peristaltic pumps, LS
leaching solution, W waste, UB ultrasonic bath, MS minicolumn
containing the sample, IV injection valve, SVI-SV5 switching
valves, MCI and MC2 mixing coils, MN minicolumn containing
the chelating resin (Chelite P), and F4A4S flame atomic absorption
spectrometer

minicolumn (120x1 mm i.d.) packed with 50 mg of che-
lating resin for the preconcentration step; the ends of this
minicolumn were plugged with glass wool.

Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQ cm resistivity, obtained
from a Milli-Q water purification system (Millipore,
Bedford, MA, USA) was used to prepare the reagents
and standards. Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau
Chemie, Barcelona, Spain), ammonium acetate and
1000 pg mL ™! of cadmium standard (Merck, Germany)
were all analytical reagent grade. Chelite P (Serva
Electrophoresis GmbH) with aminomethylphosphoric
acid groups, particle size between 0.3 and 0.8 mm, was
used as chelating resin.

Sample preparation and procedure

Samples were dried at 50 °C, triturated and pulverized in
a porcelain mortar for 1 min, and, after sieving, frac-
tions with a particle size of less than 30 um were taken.
The continuous cadmium determination system is
shown in Fig. 1. Legume and dried fruit samples (50—
60 mg) were directly weighed into the glass minicolumn.
Then the minicolumn was connected to the CUES cir-
cuit. First, the CUES circuit (2 mL) was loaded with the
acid leaching solution (2 or 3 M nitric acid, for legume
and dried fruit samples, respectively). Once the CUES
circuit was closed, the leaching solution circulated
through the minicolumn under the action of ultrasonic
energy at a flow rate of 3.5 mL min~" for 2.5 min (le-
gumes) or 1 min (dried fruits). The direction of the flow
was changed every 10 s in order to avoid sample accu-
mulation at the end of the minicolumn. Then, the
switching valve (SV2) was switched to its opposite po-
sition and the acid extract was homogenized in the
mixing coil. After this, the acid extract channel was
mixed with a buffer solution stream (16 M ammonium
acetate) in order to obtain a pH value > 3. The mixture
was homogenized in a second mixing coil and then
passed through the preconcentration minicolumn at a
flow rate of 2 mL min~'. The cadmium was retained

' W mL min’ .
| LS svz !
]
1 ) 35 :
. - 1
! 1
! L]
! L]
]
T R | L : mL min"
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quantitatively as its chelate and was then eluted by
injection of 92 pL of 3 M hydrochloric acid into a water
carrier stream that swept it to the detector, where was
continuously monitored. Standard solutions of up to
0.036 pg mL™" of Cd in the same acid medium as the
leaching solution were introduced into the flow system.

Results and discussion

Optimization of the cadmium preconcentration/elution
step

Six variables that could potentially affect the cadmium
preconcentration procedure (sample pH, sample flow
rate, eluent concentration (HCI), eluent flow rate, eluent
volume and minicolumn diameter) were studied. For
this, a Plackett-Burman 2°x3/16 factorial type III reso-
lution design with one centerpoint was selected, allowing
six degrees of freedom, which involved 13 non-random-
ized runs. In order to test the statistical significance of the
effects, an ANOVA was performed using the software
package Statgraphics Version 4.1. This factorial design
was applied to a standard solution containing
0.04 ug mL~" of cadmium, and for this study, 1 mL of
this solution was passed through the preconcentration
minicolumn. To optimize this step, cadmium was mea-
sured on-line by FAAS. Table 1 summarizes the design
matrix, the upper and lower values for each studied
variable, and the results of the design, expressed as per-
cent recovery. From these results, it can be concluded
that the cadmium preconcentration—elution process is
affected positively by one statistically significant factor:
sample pH. None of the other factors had a significant
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effect. Table 2 lists the estimated effects and the optimum
value for each variable according to the Plackett-Burman
design. As the Plackett-Burman design only provides the
tendencies for the optimum values of the variables, these
factors were fine-tuned outside the framework of the
design. The aims of this study were to decrease the eluent
volume and to increase the sample flow rate. Table 1
shows the results of these experiments. A few experi-
ments (21-24) were carried out in order to establish the
pH range for quantitative retention of cadmium. The
results showed that cadmium is retained quantitatively in
the pH range: 3-8. This is a very important factor be-
cause the sample in the acid extract has a very low pH
value. Therefore, an ammonium acetate buffer solution
was used to achieve the optimum pH for cadmium
retention. Thus, to carry out the pH adjustment online,
the concentration, volume and flow rate of the ammo-
nium acetate buffer solution were all tested. The princi-
pal aim was to achieve a greater sampling frequency,
taking into account that the sum of both flow rates
(sample and buffer solution flow rates) could not exceed
a total flow rate of 2 mL min~' (maximum flow rate
permitted to obtain a quantitative cadmium retention).
So, a concentration of 16 M, 0.5 mL and 0.4 mL min !
were selected as a compromise for the ammonium acetate
channel. The optimum conditions for cadmium precon-
centration-elution are listed in Table 2.

Optimization of the continuous ultrasonic acid extrac-
tion of cadmium

To optimize the CUES, a Plackett-Burman 2°x3/16
factorial type III resolution design was used. This fac-

Table 1 Design matrix and

response values in the Plackett- Run ) A B C D E F (%)d recovery
Burman design (2°x3/16) =2 ) 1=7  05-40 0.1-3  704-190.0 3.0-50 10-20 (%
(runs: 1-13), and experiments
performed outside the 1 7 0.5 3 70.4 3.0 1.0 21+1.3
framework to fine-tune the 2 7 4 0.1 190.0 3.0 1.0 39.4+0.9
variables involved in the 3 1 4 3 704 50 10 OOiOO
preconcentration—elution 4 7 0.5 3 190.0 3.0 2.0 90.1+1.9
process (runs: 14-24) 5 7 4 0.1 190.0 5.0 1.0 92417
6 7 4 3 70.4 5.0 2.0 13.94+1.7
7 4 225 1.55 130.2 4.0 1.5 26.8+2.2
8 1 4 3 190.0 3.0 2.0 0.0+£0.0
9 1 0.5 3 190.0 5.0 1.0 0.0+£0.0
10 1 0.5 0.1 190.0 5.0 2.0 0.0£0.0
11 7 0.5 0.1 70.4 5.0 2.0 6.0+1.0
12 1 4 0.1 70.4 3.0 2.0 0.0+£0.0
13 1 0.5 0.1 70.4 3.0 1.0 0.0+£0.0
14 7 0.5 3.0 190.0 3.0 1.0 99.7+1.9
(i) Experimental factors inves- 15 7 0.5 3.0 70.4 3.0 1.0 65.0+2.4
tigated in the preconcentration 16 7 0.5 3.0 92.0 3.0 1.0 103.4+1.5
step: A acidity of sample 17 7 0.5 3.0 92.0 4.0 1.0 443+18
solutions (pH), B flow rate of g 7 2.0 3.0 92.0 3.0 1.0 96.141.2
sample (mL min™ "), C concen- |9 7 3.0 3.0 92.0 3.0 1.0 56.0+2.5
tration of eluent (M), D volume () 7 2.0 2.0 92.0 3.0 1.0 74.9+2.6
of eluent (uL), E flow rate of 7] 8 2.0 3.0 92.0 3.0 1.0 106.1+£2.4
eluent (mL min™"), and F 22 9 2.0 3.0 92.0 3.0 1.0 462412
minicolumn diameter (mm) 23 3 2.0 3.0 92.0 3.0 1.0 98.6+2.2
(i) Upper and lower values 24 2 2.0 3.0 92.0 3.0 1.0 72.0+1.1

of the range for each variable
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Table 2 Estimated effects and optimum conditions for each variable

Variable Estimated effect

Optimum value according to the

Optimum value according to

Plackett-Burman design fine-tuning

Preconcentration—elution process
A 30.12 7 3-8
B —9.28 0.5 mL min " 2.0 mL min "
C 11.92 3iM 3IM
D 16.12 190.0 uL 92.0 uL
E —20.42 3.0 mL min ! 3.0 mL min "
F 6.55 2.0 mm 1.0 mm
Continuous ultrasonic acid 1) (i) @) (ii) @) (ii)

extraction of cadmium
G 30.78 47.25 3IM 3M 2M 3M
H 1.95 0.52 3iM 3IM oM oM
1 50.72 25.92 5 min 5 min 2.5 min 1 min
J —6.15 —6.89 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL
K 2.88 7.32 70°C 70°C 20°C 20°C
L —9.72 -9.72 3.5 mL min~' 3.5 mL min~" 3.5 mL min~' 3.5 mL min~"

Experimental factors in the preconcentration step: A acidity of
sample solutions (pH), B flow rate of sample (mL min~"), C con-
centration of eluent (M), D volume of eluent (uL), E flow rate of
eluent (mL min~!), and F minicolumn diameter (mm). Experi-
mental factors in the continuous ultrasonic acid extraction of

torial design was applied to 60 mg of broad bean and
peanut samples as representative samples for legumes
and dried fruits, respectively. Cadmium concentrations
of 0.202 +0.005 and 0.239 +0.004 pg g~ ' were obtained,
respectively, for these samples by using an offline acid
digestion procedure and online FAAS detection with a
FI system similar to that depicted in Fig. 1. The vari-
ables that affect the CUES system and their low and
high values are listed in Table 3. These values were
established based on previous studies and data in the
literature. From these results, it can be concluded that
Cd extraction from legume and dried fruit samples is
affected by two statistically significant factors (positive

cadmium: G nitric acid concentration (M), H hydrochloric acid
concentration (M), [ sonication time (min), J leaching volume
(mL), K leaching temperature (°C), and L flow rate of the CUES
(mL min~"). (i) Legumes; (i) dried fruits

sign): nitric acid concentration and sonication time.
Table 2 lists the estimated effects and the optimum
values for each variable according to the Plackett-Bur-
man design. To simplify the analysis, 0 mol L~' HCI,
room temperature, 2 mL of leaching solution volume
and a flow rate of 3.5 mL min~' were selected, since
these parameters were not statistically influential factors.
In order to increase the sampling frequency, a possible
reduction of the sonication time was studied. Thus, for
dried fruit, 1 min was enough to obtain a quantitative
recovery. On the other hand, a time of 2.5 min was
necessary to achieve a quantitative extraction of cad-
mium from legume samples. Finally, the use of more

Table 3 Design matrix and

response values in( the Plackett- Runz) (i) G H I J K L %Cd recovery
Burman design (2°x3/16) (runs: 7= . . .
1-13), and experiments (i1) 0-3 0-3 0.5-5 2-5 20-70 3.5-6 Legumes Dried fruits
performed outside the
framework to fine-tune the 1 3 0 5 2 20 3.5 101.2+2.7 101.1+£34
variables involved in the 2 3 3 0.5 5 20 3.5 41.0+1.3 61.4+2.1
continuous ultrasonic acid 3 0 3 3 2 70 3.5 58.1£2.5 39.1+1.8
extraction of cadmium (runs: 4 3 0 5 5 20 6 96.2+£3.1 98.9+£2.6
14-20) 5 3 3 0.5 5 70 3.5 353+£2.2 58.7+2.6
6 3 3 5 2 70 6 99.7+0.9 96.3+1.9
7 1.5 1.5 2.75 3.5 45 4.75 81.0+£1.2 84.6+3.1
8 0 3 5 5 20 6 60.2+1.3 46.2+2.8
9 0 0 5 5 70 3.5 46.7+2.4 33.4+2.1
. . . 10 0 0 0.5 5 70 6 12.1+0.7 18.1£1.7
(i) Experimental factors in the 11 3 0 0.5 2 70 6 289+1.1 62.6+3.1
continuous ultrasonic acid ext- |7 0 3 0.5 2 20 6 21.5+3.1 372409
raction of cadmium: G nitric 13 0 0 0.5 2 20 35 19.0+1.8 21.6+1.1
acid concentration (M), H hy- 14 3 0 2.5 2 20 3.5 101.9+£1.2  99.3+£0.9
drochloric acid concentration 15 3 0 2 2 20 35 809+19 98.94£0.9
(M), I sonication time (min), 16 3 0 1 2 20 3.5 - 96.9+1.4
J leaching volume (mL), K lea- 17 3 0 0.5 2 20 3.5 - 752422
ching temperature (°C), and L g 2 0 2.5 2 20 35 105111 -
flow rate of the CUES (mL m- 19 15 0 2.5 2 20 3.5 81.8+1.9 -
in~")(ii) Upper and lower values 2 0 1 2 20 3.5 - 84.6+2.3

of the range for each variable




Table 4 Determination of cadmium in legumes and dried fruit
samples, and paired z-test results

Sample [Cd]; (ng g™ [Cd]; (ng g™
Broad bean 0.202+£0.005 0.209 +0.002
Lentil 0.242+0.011 0.244+0.013
Chickpea 1 0.158 +0.004 0.160+0.001
Chickpea 2 0.156 +0.006 0.160+0.005
Nut 0.199 +0.006 0.199 +0.006
Pistachio 0.172+0.006 0.169 +0.006
Chestnut 0.230+0.003 0.24140.006
Hazelnut 0.231+0.003 0.229 +0.009
Peanut 0.239+£0.004 0.236 +0.004
Almond 0.226+0.003 0.2254+0.009

(i) Off-line acid digestion, preconcentration with a chelating resin
(Chelite P) and FAAS Cd determination (n=3)

(i) Cd concentration obtained by the present method (n=3).
Experimental value of ¢=1.18; critical value of ¢ (n—1=9,
P=0.05)=2.26

dilute nitric acid was studied. For legume samples, 2 M
nitric acid was enough to achieve a quantitative recov-
ery, whereas 3 M nitric acid was necessary for dried fruit
samples. The results from these experiments are shown
in Table 3. The optimum conditions for continuous
ultrasonic acid extraction are listed in Table 2.

Other variables that can affect the acid extraction
process were studied separately, namely sample particle
size and sample amount. Particle sizes of between 30 and
100 um were tested, and the results obtained demon-
strated that this variable does not affect the extraction
process in the range studied. For legume samples, 60 mg
is the maximum sample amount that can be used, be-
cause greater amounts produce high pressure in the flow
system. In the case of dried fruit, up to 80 mg of sample
can be used.

Analytical figures of merit

A seven-point calibration graph was constructed for
the optimal chemical and flow conditions for the
whole process. The equation was absorbance=
7.8x1074+3.12X (r=0.999), where X is the cadmium
concentration, expressed in ug mL~'. The precision of
the global process was verified using a broad bean
sample containing 0.202+0.005 pg g~ ' Cd (n=11) (as a
representative sample for legumes) and a peanut sample
containing 0.239+0.004 pg g~ ' Cd (n=11) (as a repre-
sentative sample for dried fruits). The results obtained,
expressed as the relative standard deviation, were 2.0
and 2.5%, for legumes and dried fruits, respectively.
The detection limits (LOD) based on three times the
standard deviation of the blank (n=30) were found to be
0.014 and 0.011 pg g~ ', for legume and dried fruit
samples, respectively. To evaluate the cadmium deter-
mination for possible sample interferences, a standard
addition method was performed. In this way, two sam-
ples (broad bean and peanut) were spiked with several
cadmium standard solutions added as leaching solution
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(0—0.015 pg mL™"). Under these conditions, standard
calibration graphs were plotted for the optimal chemical
and flow conditions for the global process (n=26), and
the equations were absorbance=19.75x1073+ 3.25[Cd]
(r=0.999, for legumes) and absorbance=0.015+
3.28[Cd] (r=0.998, for dried fruits), where [Cd] is the
cadmium concentration, expressed in pg mL~'. The
slopes of these equations and the slope of the calibration
graph were compared using a t-test, and the results
demonstrated that they were statistically comparable at
99.5%. Thus, cadmium determination is free of matrix
interference effects.

The method was validated using broad bean and
peanut samples, with the cadmium contents determined
using offline acid digestion and FI-FAAS detection. The
cadmium contents obtained by the proposed method
were in good agreement with those obtained using an
acid digestion procedure. The results are shown in Ta-
ble 4. The sample throughput, taking into account the
time required for sample milling and weighing, the
continuous acid extraction, preconcentration and Cd
detection, was about 10 and 14 samples per hour for
legume and dried fruit samples, respectively.

Analysis of legume and dried fruit samples

The method was used to determine cadmium levels in
various legume and dried fruit samples. The concentra-
tions of cadmium in these samples ranged between 0.160
and 0.244 pg g~ (dry mass). Results obtained with the
proposed method were compared with those achieved
using a conventional offline sample digestion with con-
centrated nitric acid, FI preconcentration using the
chelating resin Chelite P, and determination by FAAS.
To compare the results obtained by both methods, the
paired ¢-test was applied [14], and the agreement be-
tween the two methods is satisfactory (Table 4).

Conclusions

The system consisting of CUES combined with a FI
preconcentration provides a rapid, precise and accurate
sample pre-treatment procedure and an effective ap-
proach to improving the sensitivity of FAAS determi-
nations of cadmium in solid samples. The main
advantages achieved with the proposed method were
reduction of sample contamination and analyte losses
due to the reduced sample manipulation required, the
reduced sample and reagents consumption, and the re-
duced sample preparation time (which also significantly
increases the sample throughput).
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RESIDUES AND TRACE ELEMENTS

Flow-Injection Flame Atomic Absorption Spectrometric
Determination of Trace Amounts of Cadmium in Solid and
Semisolid Milk Products Coupling a Continuous Ultrasound-
Assisted Extraction System with the Online Preconcentration on a
Chelating Aminomethylphosphoric Acid Resin

SHEILA CANCELA and M. CARMEN YEBRA!

University of Santiago de Compostela, Faculty of Chemistry, Department of Analytical Chemistry, Nutrition, and

Bromatology, 15782-Santiago de Compostela, Spain

A new sensitive and low-cost method that combines
continuous acid extraction, online preconcentration,
and flame atomic absorption spectrometry for cadmium
determination at g levels in solid and semisolid milk
products is described. A continuous ultrasound-assisted
extraction system is used to carry out the dynamic acid
extraction step. The acid extract is preconcentrated
online on a minicolumn packed with a chelating resin
(Chelite P, with aminomethylphosphoric acid groups),
and the retained cadmium is eluted with hydrochloric
acid and continuously monitored by flame atomic
absorption spectrometry. An experimental design
(Plackett-Burman 246*3/16) is used to optimize the
continuous extraction and the preconcentration
step. The method allowed a total sampling
frequency of 28 samples/h. A good precision of the
whole procedure (3.0% relative standard deviation)
for a cheese sample containing 0.103 + 0.004 .g/g
Cd (dry mass), a high enrichment factor (20.5), and
detection and quantification limits of 0.014 and
0.067 ng/g, respectively, for a 60 mg of sample were
obtained with this methodology. The method was
successfully applied to the determination of trace
amounts of cadmium in solid and semisolid milk
products, such as cheese and yogurt samples.

concentrated in environmental systems and humans.

Absorption from the air in the local environment and
intake from the diet are the major sources of human exposure.
Milk and milk products form an important part of the human
diet; their components are basically nutritious, but some, such
as cadmium, may have toxic effects (1). The concentration
level of cadmium in some food matrixes, such as cheese, is

Cadmium (Cd) is a prevalent toxic metal that tends to be

Received May ST, 2605. Accepted b)VIXKiAugusl 1, 2005.
" Author to whom correspondence should be addressed; e-mail:
gncayebi(@usc.es

fairly low, and very sensitive techniques are required.
Electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS) or
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP/MS)
usually have sufficient sensitivity to allow cadmium
determination in these samples. Flame atomic absorption
spectrometry (FAAS), with its relatively low cost, common
availability of the instrumentation, simplicity of procedures,
speed, precision, and accuracy, is probably the most widely
used technique to determine a variety of metals in foods.
However, the low Cd concentration in cheese is not
compatible with the determination limit of this technique, so a
preconcentration step is needed prior to the FAAS
measurement.

Offline procedures for Cd preconcentration included
sorbent extraction on silica gel modified with
2-mercapto-5-phenylamino-1,3,4-thiadiazole (MPATD; 2),
Na-DDTC or hexamethylenedithiocarbamate (HMDTC: 3),
BBT (4), and N-propylsalicylaldimine (IE 11; 5); sorbent
extraction on activated carbon after chelation with
8-hydroxyquinoline (6); and solid supports such as Amberlite
XAD-1180 (7), Chelex 100 (8, 9), Amberlite XAD-7 (10),
Chelamine (9), Amberlite XAD-2 (11), Amberlite
XAD-4 (12), and Amberlite XAD-16 modified with
1,2-diphenylethanolamine (13). Other procedures used for Cd
preconcentration were ion chromatography (14), precipitate
flotation (15), and cloud point solvent extraction (16, 17).

Online preconcentration systems using flow-injection
analysis (FIA) have several advantages in comparison to their
offline counterparts, such as higher analytical throughput, low
sample and reagents consumption, and less risks of analyte
losses or sample contamination. A number of resins have been
used for online Cd preconcentration, such as
AG50W-X8 (18), poly(aminophosphonic acid) chelating
resin (PAPhA; 19), Toyopearl AF-CHELATE 650M (20, 21),
and Amberlite IRA-904 (22). Sorbent extraction was carried
out using C18 and Amberlite XAD-4 supports after formation
of neutral chelates. The complexing agents that have been
mostly used for chelate formation were DDTC (23-25) and
1,10-phenanthroline (phen; 26). APDC has been used as
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Figure 1.
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Flow injection manifold for cadmium determination in solid and semisolid milk products samples.

P1 and P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution; W, waste; UB, ultrasonic bath; MS, minicolumn containing the
sample; IV, injection valve; SV1, SV2, and SV3, switching valves; MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn
containing the chelating resin (Chelite P); and FAAS, flame atomic absorption spectrometry instrument.

chelating agent for Cd collection on PDI-18 (27). A chelate
between Cd and diethyldithiophosphate (DDTP) has been
adsorbed on polyurethane foam (PUF; 28), and ZrO, (29) and
silica gel modified with 2-aminothiazol (SiAT) have been used
for Cd retention from water samples (30). Cd has been retained in
the form of Cd(5-Br-PADAP) (pyridylazodiethylaminophenol)
complex in a knotted reactor of polytetrafluoroethylene (PTFE;
31, 32), and ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (APDC) has
been used for chelation of Cd with posterior adsorption on a
mixture of Cg and Cqq (33).

The preparation of a solid sample is often the most
time-consuming step of the analytical process and involves
potential problems, such as contamination or loss of analytes.
Ultrasound-assisted extraction procedures are an attractive
sample pretreatment for solid samples. This methodology
presents some important advantages, such as its wide application
field, the use of diluted acids, and the quantitative extraction of
the analyte from the solid sample. Nevertheless, offline
ultrasound-assisted ~ procedures ~ are  laborious  and
time-consuming (30-60 min) and also require a centrifugation
step (34-37). Our investigation team developed for the first time
a continuous ultrasound-assisted extraction system (CUES)
coupled to a flame injection (FI) manifold for the determination
of Cu, Mn, Fe, and Ca in solid samples by FAAS (38-41).

mL/min
ELUENT
04
3M Hel
SAMPLE SV1 3%
ULTRAPURE “l
WATER
P 92 uL

In this paper, we describe a simple CUES coupled to an
FI manifold for the acid leaching of cadmium, online
preconcentration of this trace metal from the acid extract by

using a  chelating resin  (Chelite P, with
aminomethylphosphoric acid groups), and continuous
cadmium determination by FAAS. Thus, the whole

continuous manifold combines the 3 processes (acid
extraction, preconcentration, and detection). The method was
applied to the determination of cadmium in solid and
semisolid milk products.

Experimental

Instrumentation

A Model 5000 atomic absorption spectrometer (Perkin
Elmer, Shelton, CT) fitted with a cadmium hollow cathode
lamp was set at 228.8 nm. The spectrometer output was
connected to a Perkin Elmer Model 50 Servograph Recorder
with a range of 5 mV. As can be seen in Figure 1, the FI system
comprised 2 Minipuls 3 peristaltic pumps (Gilson, Villiers Le
Bel, France) fitted with Viton tubes; an ultrasonic bath with an
ultrasound power of 40 KHz (Selecta, Barcelona, Spain);
6 Rheodyne (Rheodyne, Rohnert Park, CA) injection or
switching valves, Models 5041 and 5301; extraction loops of

ooz )
FAAS
Ultrapure
Water

Figure 2. Flow injection manifold for cadmium preconcentration on a minicolumn containing Chelite P resin. P,
peristaltic pump; SV1 and SV2, switching valves; IV, injection valve; MC, mixing coil; MN, minicolumn; W, waste;

FAAS, flame atomic absorption spectrometry.
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2.5,4.5, and 8.0 m length (made with 0.8 mm id PTFE tubing;
(Omnifit, Cambridge, UK); and a glass minicolumn
(100 mm x 3 mm id, bed volume 700 pL; Omnifit). The ends
of the minicolumn were plugged with filter paper
(Whatman 541; Clifton, NJ). Preconcentration minicolumns
were prepared by filling Viton tubes (10 cm length and 1 mm
id) with 50 mg chelating resin.

Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQcm resistivity, obtained from a
Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA) was
used for the preparation of the reagents and standards.
Hydrochloric acid (Scharlau Chemie, Barcelona, Spain), nitric
acid (Scharlau Chemie), ammonium acetate (Merck, Darmstadt,
Germany) and 1000 pig/mL cadmium standard solution (Merck)
were reagent grade. Chelite P (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany) with aminomethylphosphoric acid
groups, particle size 0.3—0.8 mm, was used as the chelating resin.

Sample Preparation and Procedure

Samples were purchased from several local markets. All
samples were commercially available and of Spanish origin.

Samples were dried at 50°C, triturated and pulverized in a
porcelain mortar, and, after sieving, fractions with a particle
size between 30-100 um were taken. The continuous
cadmium determination system is shown in Figure 1. Cheese
samples (50-60 mg) were directly weighed into the glass
minicolumn. Then, the minicolumn was connected to the
CUES circuit. First, the CUES circuit (2 mL) was loaded
with the acid leaching solution (3 M nitric acid). Once the
CUES circuit was closed, the leaching solution
circulated through the minicolumn under ultrasonic
energy action at a flow rate of 3.5 mL/min for 0.5 min.
The direction of the flow was changed each 10 s in order
to avoid sample accumulation at the end of the
minicolumn. Then, the switching valve (SV2) was
switched to its opposite position, and the acid extract was
homogenized in the mixing coil. After this, the acid
extract channel converged with a buffer solution stream
(0.5 mL of 16 M ammonium acetate) in order to obtain a
pH value >3. The mixture was homogenized in a second

mixing coil and then passed through the
preconcentration minicolumn, at a flow rate of
2 mL/min. The cadmium was retained quantitatively
(ca 100%) as its chelate and then was eluted by injection
of 92 pL of 3 M hydrochloric acid into a water carrier
stream that swept it to the detector, where it was
continuously ~ monitored.  The  preconcentration
minicolumns could be used repeatedly (ca 50 operational
cycles) with no apparent deterioration in their analytical
performance. Standard solutions up to 0.036 pg/mL Cdin
the same acid medium as the leaching solution were
-introduced into the flow system.

Results and Discussion

Optimization of the Cadmium
Preconcentration/Elution Step

As the number of variables that affect the overall system is
large, i.e., sample pH, sample flow rate, eluent concentration
(HCI), eluent flow rate, eluent volume, and minicolumn
diameter, ifa 2-level full factorial design (2°6) is applied, it is
necessary to carry out 64 experiments. In addition, at least
2 replicates are needed for the statistical evaluation of the
coefficients for the fitted model and the degree of coincidence
of the hyperplane obtained with the true response surface.
Therefore, for optimization purposes, Plackett-Burman
designs were used principally when the number of variables
influencing the analytical system is very large because such
designs allow the division of full factorial designs, obtaining
numbers of factor combinations that are multiples of 4. Thus,
the number of experimental runs can be reduced intentionally
confounding some of the experimental effects, providing the
knowledge about system tendencies (42). In this paper, a
Plackett-Burman (2°6*3/16) type Il resolution design with
1 center point has been selected, allowing 6 degrees of freedom
and involving 13 nonrandomized runs. In order to test statistical
significance of the effects, an analysis of variance (ANOVA) is
employed by using the software package Statgraphics V.5.1.
This factorial design was applied to 1 mL of a standard solution
containing 0.04 pg/mL cadmium, which was inserted into a
flow system similar to that depicted in Figure 2. The variable
response was % Cd recovery. Table 1 summarizes the lower

Table 1. Optimization of the cadmium preconcentration/elution step: factor levels in the Plackett-Burman design,

estimated effects, and optimum conditions for each variable

Variable Low High
Sample pH 1 7

Sample flow rate, mL/min 0.5 4.0
[HCI], M 0.1 3.0
Eluent flow rate, mL/min 3 5

Eluent volume, uL 70.4 190.0
Minicolumn diameter, mm 1.0 2.0

? Optimum value of each variable according to the Plackett-Burman design.

® Optimum value of each variable according to fine-tuning.

Estimated effects Optimum? Optimum®?
30.12 7 3-8
-9.28 0.5 2.0
11.92 3.0 3.0

-20.42 3 3
16.12 190.0 92.0
6.55 2 1.0
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Table 2. Optimization of the continuous ultrasonic acid extraction of cadmium: factor levels in the Plackett-Burman
design, estimated effects, and optimum conditions for each variable

Variable Low High Estimated effects Optimum? Optimum®
HNOj; concentration, M 0 3 35.92 3 3

HCI concentration, M 0 3 255 3 0
Sonication time, min 0.5 5.0 1.58 5 0.5
Leaching volume, mL 2 5 -1.92 2 2
Flow rate of the CUES, mL/min 35 6.0 —-8.08 35 3.5
Leaching temperature, °C 20 70 0.52 70 20

@ Optimum value of each variable according to the Plackett-Burman design.

® Optimum value of each variable according to fine-tuning.

and upper levels for each studied variable. The results of these
analytical  data  concluded that the  cadmium
preconcentration-elution process was affected positively by 1
statistically significant factor: sample pH. All the other factors
were not statistically significant. Table 1 lists the estimated
effects and the optimum value for each variable according to
the Plackett-Burman design. Because the Plackett-Burman
design only provides the tendencies to the optimum values of
the variables, these factors were fine-tuned outside the
framework of the design. The aims of this study were to
decrease the eluent volume and its concentration, increase the
sample flow rate, and establish the pH range for quantitative
cadmium retention on the chelating resin. The values for eluent
flow rate and minicolumn diameter were fixed at 3 mL/min and
1 mm, respectively.

Eluent Volume

The possibility of decreasing the eluent volume was
studied to obtain a better concentration factor. It was proven
that 92 puL. was the minimum value for this variable to provide
a quantitative cadmium recovery.

Sample Flow Rate

The possible increase of the sample flow rate was tested in

order to achieve the greatest sampling frequency. The

maximum value for this variable that provided quantitative
cadmium recovery was 2 mL/min.

Eluent Concentration

A possible reduction of the eluent concentration was
studied, but it was not possible because quantitative
recoveries were not achieved with concentrations less than
3 M HCI. Therefore, this solution was chosen for elution
purposes.

pH Range

A small number of experiments were carried out with the
aim to establish the pH range for quantitative cadmium
retention. Eluent volume and concentration and sample flow
rates were fixed at 92 pl, 3 M, and 2 mL/min, respectively.
The results of these experiments showed that cadmium was

quantitatively retained in the pH range 3-8. This is an
important factor because the acid extract has a very low pH
value (3 M HNO; medium). In order to achieve the optimum
pH for cadmium retention, an ammonium acetate buffer
solution was proposed. To carry out this pH increase online,
concentration, volume, and flow rate of the ammonium
acetate buffer solution channel was studied. A 16 M
concentration, a volume of 0.5 mL, and a flow rate of
0.4 mL/min were selected as a compromise for the ammonium
acetate channel. The optimum conditions for cadmium
preconcentration/elution are listed in Table 1.

Optimization of the Continuous Ultrasonic Acid
Extraction of Cadmium

The same experimental design used for the previous
optimization study (Plackett-Burman 2°6*3/16) was used to
optimize the continuous ultrasonic acid extraction of
cadmium from solid and semisolid milk products. The
factorial design was applied to 50-60 mg of a cheese sample
with a cadmium content of 0.103 + 0.004 pg/g (dry mass).
This cadmium concentration was determined in triplicate by

Table 3. Determination of cadmium in solid and
semisolid milk products and paired t-test?

Sample Cd®, ug/g (dry mass) Cd°®, pg/g (dry mass)

Sheep cheese 0.098 + 0.005 0.096 + 0.002
Fresh cheese 0.084 + 0.005 0.083 £ 0.005
Cream cheese 0.096 + 0.002 0.096 + 0.002
Slice cheese 0.087 +0.002 0.082 + 0.003
Mozzarella 0.087 +0.001 0.087 + 0.005
Grated cheese 0.103 + 0.004 0.104 + 0.003
Yogurt 0.085 + 0,005 0.088 + 0.004
Curd 0.082 + 0.002 0.086 + 0.003

@ Experimental value of t = O; critical value of t (n—1=7,
P=0.05)=2.36.

b Offline acid digestion, preconcentration using a chelating resin
(Chelite P), and FAAS Cd determination.

¢ Cd concentration obtained by the present method.
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using a conventional digestion procedure with concentrated
nitric acid, preconcentration on Chelite P resin, and FAAS
cadmium measurement. To optimize the CUES, cadmium was
measured online with a flow system similar to that depicted in
Figure 1. Six experimental variables were optimized. Table 2
shows the lower and upper levels for each studied variable.
From the results of these analytical data, it can be concluded
that cadmium extraction from these samples appeared to be
affected by 2 statistically influential factors: nitric acid
concentration and flow rate of the CUES. Table 2 summarizes
the estimated effect for each variable and the optimum value
according to the Plackett-Burman design. HCI concentration,
sonication time, leaching volume, and leaching temperature
were not significant at the 95% confidence level. So 0 M,
0.5 min, 2 mL, and 20°C, respectively, were selected as the
optimum values of these variables. A possible reduction of
nitric acid concentration was studied, but 2 M HNO; was not
sufficient to obtain quantitative cadmium extraction from
these samples. The optimum conditions for the continuous
ultrasonic acid extraction of cadmium are listed in Table 2.

The amount of sample was studied by a univariate method.
Because a sample amount of 60 mg was used to optimize the
CUES and we obtained good results, we supposed that smaller
quantities would also be suitable. However, it is important to
determine the maximum sample amount that the CUES is able
to leach quantitatively in order to increase the sensitivity of the
method. For this purpose, the method was applied to 80 mg of
sample. It was observed that a sample amount of 80 mg
produced great pressure within continuous extraction system,
causing losses of sample and a nonquantitative cadmium
extraction. Therefore, the maximum amount of sample that
can be used is about 60 mg.

Analytical Performance

The calibration graph was run (n = 7) under the optimal
chemical and flow conditions for the global process; the
equation for absorbance was:

Absorbance = 7.8 x 107+ 3.12 [Cd] (r = 0.999)

where [Cd] is Cd concentration, expressed as pg/mL. The
linear range for 60 mg of sample was 0.067-3.234 ng/g.

To evaluate the cadmium determination for possible
sample matrix interferences, a standard addition method was
performed. A sample with a cadmium content of
0.103 + 0.004 pg/g (dry mass) was spiked with several
cadmium standard solutions added to the leaching solution
(0-0.015 pg/mL). Under these conditions, an additional
calibration graph was derived (n = 7) under the optimal
chemical and flow conditions for the global process; here the
absorbance equation was:

Absorbance = 9.2 x 10 + 3.16 [Cd] (r = 0.999)

where [Cd] is Cd concentration, expressed as pg/mL.

The difference between the slope of this equation and the
slope of the calibration graph was not statistically significant,
demonstrating that the cadmium determination is free from

matrix interferences when the method is applied to solid and
semisolid milk products samples (43).

The precision of the preconcentration step was verified
using cadmium standard solutions (» = 11). The precision of
the whole process was verified using a cheese sample
containing 0.103 £ 0.004 pg/g Cd (n = 11). The results
obtained, expressed as relative standard deviation (RSD),
were 1.9 and 3.0%, respectively.

The limit of detection (LOD) based on 3 times the standard
deviation of the blank (n = 30) was found to be 0.014 pg/g for
60 mg of sample. The limit of quantification (LOQ) based on
10 times the standard deviation of the blank (n = 30) was
found to be 0.067 pg/g for 60 mg of sample. The sample
throughput, taking into account the global analytical process
(0.5 min sonication, 1.25 min preconcentration of the acid
extract, and 20 s measurement step) was approximately
28 samples/h.

The concentration factor of the method based on the ratio
between the direct calibration graph and FIA calibration graph
slopes were found to be 20.5.

Analysis of Samples

The method was applied to the determination of cadmium
in different solid and semisolid milk products. The results
obtained by the proposed method were compared with those
achieved by a conventional offline sample digestion
procedure using concentrated nitric acid, a preconcentration
step using the chelating resin Chelite P, and determination by
FAAS. To compare the results obtained by these both
methodologies, the paired s-test was applied (44). As shown in
Table 3, the 2 methods do not give significantly different
values, thus the agreement between them is satisfactory at
95% confidence level.

Conclusions

A fully continuous approach for ultrasound assisted
extraction, preconcentration, and FAAS determination of
cadmium in solid and semisolid milk products by using a
flow-injection manifold as the interface for coupling these
3 steps has been developed. This manifold allows automation
of the whole analytical process. The online preconcentration
system described is an effective approach for improving the
sensitivity of the FAAS determination of cadmium in the
studied samples. The features of other automatic methods for
the preconcentration and determination of cadmium between
1995 and 2005 are summarized in Table 4.

This  procedure  combines the  benefits  of
ultrasound-assisted extraction with the high sensitivity
provided by the preconcentration step and the inherent
advantages of FI systems. The system proposed presents the
advantage of simplicity and avoids the use of expensive and
sophisticated analytical instruments. High sample throughput,
good accuracy and precision, low detection limits, ease of use
and automation, freedom from interferences, and safety
conditions (concentrated acids and carcinogenic nitrous
vapors were avoided) are important advantages that make this



methodology very suitable for cadmium determination in

CANCELA & YEBRA: JOURNAL OF AOAC INTERNATIONAL VOL. 89, No. 1, 2006

solid and semisolid milk products, such as cheese and yogurt.
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AUTOMATIC DETERMINATION OF NICKEL IN FOODS BY FLAME ATOMIC
ABSORPTION SPECTROMETRY
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Abstract

A new sensitive and low cost flow injection method that combines acid extraction, preconcentration
and flame atomic absorption spectrometric determination of nickel in food samples at ug/g levels is
described. The dynamic acid extraction step was carried out by using a continuous ultrasound-
assisted extraction system. The acid extract was preconcentrated on-line on a minicolumn packed
with a chelating resin (Serdolit Che, with iminodiacetic groups) and nickel was eluted with diluted
hydrochloric acid, being continuously monitored by flame atomic absorption spectrometry. An
experimental design (Plackett-Burman 276*3/16) is used to optimise the methodology proposed.
The method allowed a total sampling frequency of 13-28 samples per hour. Good precision of the
whole procedure (1.9-3.6 % expressed as relative standard deviation) and a detection limit of 0.12
ng/g, for 60 mg of sample were achieved. The method was successfully applied to the

determination of trace amounts of nickel in food samples.

Keywords: Ultrasound-assisted acid extraction; Minicolumn preconcentration; Flow injection

analysis; Nickel; Food analysis.
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1. Introduction

Nickel occurs naturally in vegetables and animal flesh. The functions of nickel are not
completely understood and it has not been established as an essential element in man. In very trace
amounts it may be beneficial as an activator of some enzyme systems, but it toxicity at higher levels
is more prominent. It accumulates in the lungs and may cause bronchial haemorrhage or collapse.
Other symptoms include nausea, weakness, dizziness, etc. The principal route of nickel exposure is
dietary intake. Apart from environmental contamination, the metal may also be derived in foods
from processing activities such as drying, cooking and canning in nickel-containing vessels.
Therefore, the determination of minerals and trace elements in foodstuffs is an important part of
nutritional and toxicological analyses (Seiler & Sigel,1994).

Foods pretreatment usually involves acid digestion, but this sample treatment requires high
energy and the use of concentrate mineral acids. Nevertheless, the introduction of microwave
energy has allowed the reduction of the digestion time. Thus, acid digestion under microwave
energy has been applied prior to nickel determination in food samples (Yan-Zhou, Keong-Wong &
Lin-Koh, 1996; Larsen, Andersen, Moller, Petersen, Mortensen & Petersen, 2002; Cabrera,
Fuensanta, Gimenez, Olalla & Lopez, 2003). However, the main limitation of these procedures is
the large cooling times required before opening the low or high-pressure bombs. Other drawback
that offers the microwave sample pretreatment is the generation of nitrous vapours as consequence
of the organic matrix destruction.

Methods such as ultrasonic extraction are emerging as an alternative for solid samples pre-
treatment because ultrasonic energy helps to speed up the leaching procedure because the induced
cavitation process in the liquid promotes an increase of the local pressure and temperature,
favouring the ability to extract the analyte into the acidic solution. In this sense, ultrasounds have
been applied to assist acid leaching procedures from different solid samples (Balarama &
Arunachalam, 2004; Ladra-Ramos, Dominguez-Gonzalez, Moreda-Pifieiro, Bermejo-Barrera &

Bermejo-Barrera, 2005). Several techniques have been used to determine nickel in food samples,



such as nductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES) (LaBrecque et al.,
2004;), inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) (Lee, Muraoka, Oshima &
Motomizu, 2004), differential pulse cathodic stripping voltammetry (DPCSV) (Karadjova, Girousi,
Iliadou & Stratis, 2000), differential pulse adsorptive voltammetry (DPAV) (Paneli &
Voulgaropoulos, 1991), potentiometry (Pinilla-Gil & Ostapczuk, 1993) and graphite furnace
(GFAAS) or flame atomic absorption spectrometry (FAAS) (Onianwa, Lawal, Ogunkeye &
Orejimi, 2000; Jorhem, Sundstrom & Engman, 2001; Cabrera et al., 2003). FAAS is a widely used
analytical technique because of its low cost, but its sensitivity is usually insufficient for the low
concentrations of nickel in food samples. Thus, several solid phase preconcentration methods
involving chelating resins were proposed to improve the sensitivity of nickel determinations: by
using an iminodiacetate resin (Warnken, Tang, Gill & Santschi, 2000), a chelating resin obtained by
chemical modification of Amberlite XAD-16 with 1, 2-diphenyl-ethanolamine (Maheswari &
Subramanian, 2003), Amberlite XAD-7 impregnated with xylenol orange (Tewari & Singh, 2000)
or by using the chelating resin Toyopearl AF-Chelate 650M (Beck, Franks & Bruland, 2002).

In this paper we describe a flow injection (FI) method combining continuous ultrasound-
assisted extraction, preconcentration using a commercial chelating resin (Serdolit Che, with
iminodiacetic groups) and nickel determination by FAAS. Thus, the whole manifold combines the
three processes (acid extraction, preconcentration and detection), allowing the direct treatment of a
solid sample within the flow system. The method was applied to food samples for the determination

of nickel.

2. Experimental
2.1 Instrumentation

A Perkin Elmer Model 5000 atomic absorption spectrometer (Perkin Elmer, Shelton, CT-
USA) fitted with a nickel hollow cathode lamp was used. The nstrument was set at 232.0 nm. The

spectrometer output was connected to a Perkin Elmer Model 50 Servograph Recorder with a range



of 5 mV. As can be seen in Fig. 1, the FI system comprises two Gilson Minipuls 3 peristaltic pumps
(Gilson, Villiers Le Bel, France) fitted with Viton tubes, an ultrasonic bath with an ultrasound
power of 40 KHz (Selecta, Barcelona, Spain), six Rheodyne injection or switching valves (Rohnert
Park, USA), Models 5041 and 5301, extraction loops of 2.5, 4.5 and 8.0 m (made with 0.8 mm i.d.
PTFE tubing, Omnifit, Cambridge, UK), a glass minicolumn (100 mm x 3 mm i.d., bed volume 700
uL, Omnifit, Cambridge, UK). The ends of minicolumn were plugged with filter paper (Whatman
541). Minicolumns for the preconcentration step were prepared by filling Viton tubes (10 cm length
and 1 mm i.d.) with 50 mg of chelating resin.

2.2 Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQcm resistivity, obtained from a Milli-Q water purification system
(Millipore, Bedford, MA USA) was used for the preparation of the reagents and standards.
Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau Chemie, Barcelona, Spain), ammonium acetate (Merck,
Germany) and 1000 pg/mL nickel standard solution (Merck, Darmstad, Germany) were reagent
grade. Serdolit Che (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) with iminodiacetic acid
groups was used as chelating resin.

2.3 Sample preparation and procedure

Mussel samples were grinded, homogenized and freeze-dried (-40 °C). The rest of samples
were cut in small pieces, dried at 50 °C, triturated and pulverized in a porcelain mortar. After
sieving, fractions with a particle size less than 30 um were taken.

Samples of 50-60 mg were directly weighed into the glass minicolumn. Then, the minicolumn
was connected to the continuous device (Fig. 1). First, the extraction unit circuit (2 mL) was loaded
with the acid leaching solution (3 M nitric acid for legume samples and 1.5 M nitric acid for the
other samples). Once this circuit was closed by means of SV1, the leaching solution circulates
through the minicolumn subjected to ultrasound energy during 3 min (meat and cereal samples), 2.5
min (seafood samples), 1.5 min (legume and dried fruit samples) and 0.5 min (cheese samples). The

flow rate of the leaching solution was 3.5 mL/min. Then, the switching valve (SV2) was switched



to its opposite position and the acid extract was homogenized in the mixing coil. After this, the acid
extract channel converged with a buffer solution stream (16 M ammonium acetate for legume
samples and 8 M ammonium acetate for the other samples) in order to obtain a pH value > 4.5. The
mixture was homogenized in a second mixing coil and then, was passed through the
preconcentration minicolum, at a flow rate of 2 mL/min, where Ni(Il) was retained quantitatively by
formation a metal chelate. Then, it was eluted by injection of 133.2 pL of 3 M hydrochloric acid
into a water carried stream, which swept it to the detector where was continuously monitored. As is
shown in Fig. 1, standard solutions containing up to 0.040 pg/mL of nickel in the same acid

medium as the leaching solution were introduce into the FI system.

3. Results and discussion
3.1 Optimisation of the nickel precon centration step

Since optimisation of the analytical procedure involves the study of a large number of
variables, an experimental design was used. Plackett-Burman designs were used principally when
the number of variables influencing the analytical system was very large, because the number of
experimental runs can be reduced due to the designs would provide knowledge about the system
tendencies. In this paper, a Plackett-Burman 276*3/16 factorial type III resolution design with one
center point was selected, allowing 6 degrees of freedom and involving 13 non-randomised runs.
This factorial design was applied to a standard solution containing 0.04 pg/mL of nickel. In such
case, 2 mL of this solution was passed through the preconcentration minicolumn. In order to test
statistical significance of the effects, an ANOVA is employed by using Statgraphics Plus V.5.1. To
optimise the preconcentration step, nickel was measured on-line by FAAS with a FI system similar
to that depicted in Fig. 2. The variable response was % Ni recovery. The following factors, which
could affect the preconcentration process, were considered as variables: sample pH, sample flow
rate, eluent concentration (hydrochloric acid), eluent flow rate, eluent volume and minicolumn

diameter. The lower and upper levels for each studied variable are listed in Table 1. These values



were chosen from experiences developed in previous experiments. From the results of these
analytical data it can be concluded that nickel preconcentration-elution process appeared to be
affected positively by one statistically significant factor: eluent concentration. This factor overtakes
the limit of statistical significance (at 95 % confidence). All the other factors were not significant.
As the Plackett-Burman design only provides the tendencies to the optimum values of the variables,
these factors were fine-tuned outside the framework of the design. The aims of this study were
decrease the eluent volume and concentration, increase the sample flow rate and establish the pH
range for quantitative Ni(Il) retention. Eluent flow rate and minicolumn diameter were fixed in 3
mL/min and 1 mm, respectively. The optimum conditions for nickel preconcentration-elution were
listed in Table 1. An ammonium acetate buffer solution was proposed in order to achieve the
optimum pH (4.5-5.5) for nickel retention. In order to carry out on-line this pH increase, a study of
concentration, volume and flow rate of the ammonium acetate buffer solution was developed. So, a
8 or 16 M concentration (according to the acid concentration required in the extraction step), 0.5
mL and 0.4 mL/min, were selected as a compromise for the ammonium acetate channel.
3.2 Optimisation of the continuous ultrasonic acid extraction of nickel

It was used the same experimental design that for the preconcentration step (Plackett-Burman
276*3/16). This factorial design was applied to 60 mg of the following samples: mussel tissue
(0.80 pg/g), rabbit liver (0.91ug/g), lentils (0.86 pg/g), chestnut (0.90 pg/g), breakfast cereal (0.78
ug/g) and slice cheese (0.61 pg/g). To optimise the continuous acid extraction, nickel was measured
on-line by FAAS with the FI system depicted in Fig.1. The studied variables and their lower and
upper levels were: nitric acid concentration (0-3 M), hydrochloric acid concentration (0-3 M),
sonication time (0.5-5 min), leaching volume (2-5 mL), flow rate of the extraction system (3.5-5.0
mL/min) and leaching temperature (20-70 °C). From the results of these analytical data obtained,
was proven that sonication time and nitric acid concentration were the significant variables for
meat, legume and cereal samples. For seafood and dried fruit samples, the significant variable was

sonication time, while for cheese samples, the significant variable was nitric acid concentration.



These significant variables were affected by a positive sign. To simplify the analysis, 0 M
hydrochloric acid, room temperature, 2 mL of leaching solution and a flow rate of 3.5 mL/min were
selected since these parameters were not statistically influential factors. In order to increase the
sampling frequency, a possible reduction of the sonication time was studied. Thus, 3 min was
enough to obtain a quantitative extraction of nickel in meat and cereal samples. Seafood samples
required a sonication time of 2.5 min, while 1.5 min was an adequate sonication time for dried fruit
and legume samples. The less sonication time was obtained for cheese samples that only need 0.5
min for quantitative nickel extraction. Finally, the use of less concentrated nitric acid was studied.
Only legume samples require 3 M HNOs. In the other food samples, 1.5 M was enough to obtain a
quantitative nickel extraction.

Other variables that can affect the acid extraction process were studied separately, namely
particle size and amount of sample. Particle sizes between 30-100 um were tested, and the results
obtained indicated that this variable does not affect to the extraction process within the range
studied. As a sample amount of 60 mg was used to optimise the continuous extraction system and
we obtained good results, we suppose that smaller quantities would also be suitable. However, is
important to determine the maximum sample amount that the continuous extraction manifold is able
to leach quantitatively in order to increase the sensitivity of the method. For this purpose, we
studied sample amounts until 80 mg, but it was observed that sample amounts greater than 60 mg
produced great pressure in the continuous extraction system causing sample losses. Therefore, the
maximum amount of sample that can be used in this continuous system is 60 mg.

3.3 Features of the method

The calibration graph was run (n=7) under the optimal chemical and flow conditions for the
global process; the equation for absorbance was: absorbance = 6 x 10° + 0.49 [Ni] (r = 0.999),
where [Ni] is Ni concentration, expressed as pg/mL.

To evaluate the nickel determination for possible sample matrix interferences, a standard

addition method was performed. In this way, samples with nickel contents of 0.80 ug/g (seafood),



0.91pg/g (meat), 0.86 pg/g (legume), 0.90 pg/g (dried fruit), 0.78 pg/g (cereal) and 0.61pg/g
(cheese) were spiked with several nickel standard solutions (0-0.015 pg/mL) added to the leaching
solution. In these conditions, additional calibration graphs were obtained (n=7) under the optimal
chemical and flow conditions for the global process. Thus, the slopes of these addition calibration
graphs were statistically comparable (95 %) to the achieved by the calibration graph, demonstrating
that nickel determination is free of matrix interferences in the samples studied.

The precision of the whole process was verified using food samples containing 0.80 pg/g
(mussel tissue), 0.91 pg/g (rabbit liver), 0.86 pg/g (lentils), 0.90 pg/g (chestnut), 0.78 pg/g
(breakfast cereal) and 0.61 pg/g (filled cheese) (n=11). The results obtained expressed as relative
standard deviation were 3.6 % (seafood), 2.9 % (meat), 1.9 % (legume), 3.0 % (dried fruit), 2.4 %
(cereal) and 2.1 % (cheese).

Detection limits (LOD) based on three times the standard deviation of the blank (n=30), was
found to be 0.12 pg/g, for 60 mg of sample.

Sample throughputs, taking into account the global analytical process were ca. 14 samples/h
(seafood), 13 samples/h (meat and cereal), 19 samples/h (legume and dried fruit) and 28 samples/h
(cheese).

Validation of the method was performed by using certified reference materials (BCR186 Pig
Kidney and BCR189 Wholemeal Flour, Community Bureau of Reference, Brussels, Belgium, with

indicative concentrations of 0.42 and 0.38 pg/g Ni). The nickel contents obtained (mean + S.D.,

n=3) were 0.44 £ 0.01 and 0.38 + 0.01 pg/g for BCR186 and BCR189, respectively, which agrees
with the indicative values.
3.4 Analysis of samples

The proposed methodology was applied to determine nickel in several food samples. The
results obtained were compared with those achieved by a conventional off-line sample digestion
method with concentrated nitric acid, the preconcentration step previously optimised by using the

chelating resin Serdolit Che and determination by FAAS. The results, expressed as pg/g and their



standard deviation (n=3) obtained by these two methods are shown in Table 2. To compare the
results, the Paired #-test (P=0.05) (Miller & Miller, 1984) was applied and it was concluded that
both methods do not give significantly different values for the nickel concentration and thus, the

agreement between the two methods is satisfactory.

4. Conclusions

An automatic approach based on the coupling between a continuous ultrasound-assisted
extraction system with an on-line preconcentration unit prior to a flame atomic absorption
spectrometer is proposed for nickel determination in food samples. The continuous extraction
device inserted into a FI manifold has been demonstrated to be a rapid, precise and accurate sample
pre-treatment procedure for the acid extraction of nickel from food samples. The inclusion of a
minicolumn containing a chelating resin before the detector is an effective strategy to improve the
sensitivity of the FAAS for nickel determination, and constitutes an important contribution to the
development of new FI-FAAS methods for routine determination of trace nickel in foods. The
system proposed presents the advantage of simplicity and avoids the use of expensive and
sophisticated analytical instruments. High sample throughput, good accuracy and precision, low
detection limit, easy of use, freedom from interferences, safety conditions (concentrated acids and
carcinogenic nitrous vapours were avoided) and automation makes this methodology very suitable

for nickel determination in solid food samples.
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Table 1

Factor levels, estimated effects and optimum conditions for each variable

Variable

pH

Sample flow rate (mL/min)
Eluent concentration (M)
Eluent volume (nL)

Eluent flow rate (mL/min)

Minicolumn diameter (mm)

Low

1

0.5

0.1

70.4

3.0

1.0

Upper Estimated effect

7

4.0

3.0

190.0

5.0

2.0

13.0833

-10.3167

21.65

8.31667

-12.6833

4.61667

Optimum
4.5-5.5
2.0
3.0
133.2
3.0

1.0
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Table 2

Determination of nickel in food samples

Sample Nickel concentration (ng/g) Sample Nickel concentration (ng/g)
Seafoods Conventional Present Cheeses Conventional Present
method® method method? method
Mussel 1 0.80 £ 0.00 0.77 £ 0.01 Sheep cheese 0.46 £ 0.01 0.45+0.01
Mussel 2 0.97 +0.03 1.04 £ 0.03 Fresh cheese 0.57 £0.01 0.54 + 0.00
Mussel 3 0.74 £ 0.02 0.75 £ 0.01 Cream cheese 0.57 £0.01 0.57 £ 0.01
Mussel 4 0.84 + 0.01 0.83 + 0.00 Slice cheese 0.61 +0.01 0.61 £0.00
Clam 1 0.43 £ 0.01 0.41 £ 0.01 Mozzarella 0.49 + 0.01 0.49 £ 0.01
Clam 2 0.46 + 0.01 0.46 + 0.01 Grated cheese 0.42 £+ 0.01 0.42 £+ 0.01
Tuna 0.50 £ 0.01 0.51 £0.00 Yoghurt 0.84 + 0.01 0.84 £ 0.00
Cockle 0.63+0.02 0.61 £0.00 Curd 0.86 = 0.00 0.85+0.00
Crab 0.57+0.01 | 0.58+0.00 Cereals Conventional|  Present
method® method
Prawn 0.72+0.02 0.72 £ 0.01 Wheat flour 0.67£0.02 0.67 £ 0.01
Hake 0.52+0.02 0.52+0.01 Corn flour 0.95+0.01 0.95 + 0.01
Razor-shell 0.52+0.02 0.55+ 0.01 Wholemeal flour | 0.67 + 0.02 0.67 £ 0.01
Sardine 0.55+0.01 0.57 £ 0.00 Semolina 0.41 £ 0.02 0.43+ 0.01
Scallops 0.48 + 0.01 0.46 + 0.01 Breadcrumbs 0.66 = 0.01 0.667 +0.01
Meats Conventional Present Wafer-thin slice | 0.51 £ 0.01 0.52 + 0.01
method® method
Chicken 0.63+0.01 0.64 + 0.01 Biscuits 0.61 £0.01 0.64 + 0.02
Turkey 0.74 = 0.02 0.76 +£ 0.00 | Breakfastcereals| 0.78 +0.01 0.78 = 0.01
Pork 0.61 £ 0.01 0.63 £ 0.01 Spaghetti 0.56 + 0.01 0.57 £ 0.01
Calf 0.92 £ 0.01 0.91 £ 0.00 Noodle 0.56 £ 0.01 0.55+0.01
Mutton 0.72 £ 0.01 0.71 £ 0.01 Rice 0.54 4+ 0.01 0.54 + 0.01
Rabbit liver | 0.91+0.01 | 0.94+0.00 Dried fruits | Conventional|  Present
method” method
Mutton kidney | 1.10 + 0.03 1.08 £ 0.02 Nut 0.55+0.01 0.56 +£ 0.01
Legumes | Conventional)  Present Pistachio 0.63 + 0.01 0.62 £ 0.01
method” method
Chickpea 1 0.59 + 0.01 0.58 £ 0.01 Chestnut 0.90 + 0.01 0.92 + 0.00
Chickpea 2 0.55+0.01 0.55+0.00 Almond 0.52+0.01 0.53 +0.01
Broad bean 0.49 + 0.01 0.48 + 0.00 Hazelnut 0.48 + 0.02 0.48 + 0.01
Lentil 0.86+ 0.01 0.88 £ 0.00 Peanut 0.75+£0.02 0.75 £ 0.01

* Conventional off-line sample digestion method with concentrated nitric acid, preconcentration step
previously optimised by using the chelating resin Serdolit Che and determination by FAAS

13



Fig. 1. Flow injection manifold for the whole procedure (continuous acid extraction and
preconcentration devices) for nickel determination in food samples. P1 and P2, peristaltic pumps;
LS, leaching solution; W, waste; UB, ultrasonic bath; M, minicolumn containing the sample; SS,
standard solution; B, blank; I'V, injection valve; E, eluent (HCI, 3 mol/L); BU(buffer, ammonium
acetate); SV1-SV5, switching valves; MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn containing
the chelating resin (Serdolit Che or Chelite P); UW, ultrapure water and FAAS, flame atomic
absorption spectrometer.
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Fig. 2. Flow injection manifold for nickel preconcentration. P, peristaltic pump; SV1 and SV2,
switching valves; [V, injection valve; MN, minicolumn containing the chelating resin Serdolit Che;

W, waste; UW, ultrapure water; F AAS, flame atomic absorption spectrometer
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Flow injection flame atomic absorption spectrometric
determination of nickel and cobalt in vegetable samples using

an automatic sample pretreatment
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Abstract

A simple flow injection flame atomic absorption spectrometric method to
determine nickel and cobalt in plant samples is presented. This approach
includes a dynamic acid extraction unit assisted by ultrasounds energy and an
on-line solid-phase extraction step for nickel and cobalt preconcentration by
using a minicolumn packed with a chelating resin (Serdolit Che for nickel and
Chelite P for cobalt). Metals elution was carried out with diluted hydrochloric
acid, being continuously monitored by flame atomic absorption spectrometry. A
good precision of the whole procedure (2.4 and 3.2 %) and detection limits of
0.12 and 0.11 pg g™ for nickel and cobalt, respectively, were obtained for 60 mg
of sample. Sample throughputs were ca. 28 and 19 samples h™'. The method
was successfully applied to the determination of trace amounts of nickel and
cobalt in fresh vegetable samples.

Keywords: Ultrasound-assisted acid extraction; Minicolumn preconcentration;

Flow injection analysis; Nickel; Cobalt; Vegetable samples.
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Introduction

Contamination of the environment by heavy metals is of major concern because
of their toxicity. Plants can transfer heavy metal pollutants from soils into the
food chain by accumulating metals in both the root and the above-ground
tissue. This accumulation is one of the most serious environmental concerns of
the present day, not only because of the phytotoxicity of many of these metals
to the crops themselves but also because of the potential harmful effects that
toxic metals could have on animals and human health.

Cobalt is an essential element in humans necessary for the formation of
vitamin B12 (hydroxycobalamin). However, excessive administration of this
trace element may reduce thyroid activity. Nickel is a moderately toxic element
as compared with other transition metals. It is an essential element for several
animals, particularly for the regulation of lipid content in tissues and synthesis of
phospholipids, but it is known that inhalation of nickel and its compounds can
lead to serious problems, including respiratory system cancer. Moreover, nickel
can cause a skin disorder known as nickel-eczema. Several studies have
demonstrated that disease incidence increased in patients who consume foods
rich in nickel, such as oats, nuts, beans and chocolate. So, an appropriate
knowledge of the nickel content in vegetable foods could be of a great interest
for the dietary control of nickel-eczema patients.

Nickel and cobalt determination by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) can be performed with appreciable sensitivity and accuracy using an
air-acelylene flame. Nevertheless, the concentration of these metal ions in
several matrices is often below the detection limit attainable with this detector,
SO a preconcentration step is needed prior to the determination. For this

purpose, several methods have been proposed for nickel and cobalt
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preconcentration. These methods include coprecipitation (Saracoglu et al.
2003), solvent extraction (Shukla and Rao 2002), sorbent extraction (Bagheri et
al. 2000; Yin et al. 2005) and ion exchange (Wang and Hansen 2000; Jiang et
al. 2005). Of all preconcentration methods, chelating resin sorption procedures
(Venkatesh and Singh 2005; Zhu et al. 2005; Bowles et al. 2006) are one of the
most effective multielement preconcentration methods because can provide
more flexible working conditions together with good stability, selectivity, high
concentrating ability, high capacity of metal ions and simple operation.

The determination of metals in complex samples by FAAS generally requires
the destruction of the sample matrix to render a solution of the analyte ready for
analysis. Both the wet and dry ashing procedures are slow and time consuming
(Maiga et al. 2005). Nevertheless, microwave-assisted digestion has been used
widely for samples dissolution (Mendil et al. 2005; Xu et al. 2005). Such
digestion techniques require the use of concentrated acids, high temperatures
and often high pressures. Thus, these procedures are time-consuming, since
apart from the time required for digestion, cooling of the reactors needs to be
accomplished before opening.

Acid leaching procedures can be assisted by ultrasound energy in order to
speed up the leaching process because of the induced cavitations process
occurring in the liquid when applying ultrasound energy promotes an increase of
pressure and temperature, which allow a high analyte transport from the solid
particles to the liquid phase (Luque-Garcia and Luque de Castro 2003).
Because this high extracting efficiency, low acids concentrations can be used,
implying a low reagents consumption and low wastes. Our investigation team

proposed for first time a flow injection manifold as interface to couple
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ultrasound-assisted extraction, preconcentration and FAAS detection, allowing
automation of the whole analytical process (Yebra-Biurrun et al. 2005).

In this paper, we applied the coupling between a continuous ultrasound-
assisted extraction unit with a preconcentration step using a minicolumn
containing a chelating resin and FAAS detection for the determination of nickel

and cobalt in vegetable samples.

Experimental

Instrumentation

A Perkin Elmer Model 5000 atomic absorption spectrometer (Perkin Elmer,
Shelton, CT-USA) fitted with nickel or cobalt hollow cathode lamp was used. The
instrument was set at 232.0 and 240.7 nm, for nickel and cobalt, respectively.
The spectrometer output was connected to a Perkin EImer Model 50 Servograph
Recorder with a range of 5 mV. As can be seen in Fig. 1, the Fl system
comprises two Gilson Minipuls 3 peristaltic pumps (Gilson, Villiers Le Bel,
France) fitted with Viton tubes, an ultrasonic bath with an ultrasound power of 40
KHz (Selecta, Barcelona, Spain), six Rheodyne injection or switching valves
(Rohnert Park, USA), Models 5041 and 5301, extraction loops of 2.5, 4.5 and
8.0 m (made with 0.8 mm i.d. PTFE tubing, Omnifit, Cambridge, UK), a glass
minicolumn (100 mm x 3 mm i.d., bed volume 700 pul, Omnifit, Cambridge, UK).
The ends of minicolumn were plugged with filter paper (Whatman 541).
Minicolumns for the preconcentration step were prepared by filling Viton tubes
(10 cm length and 1 mm i.d.) with 50 mg of chelating resin.

Reagents

Ultrapure water of 18.2 MQcm resistivity, obtained from a Milli-Q water

purification system (Millipore, Bedford, MA USA) was used for the preparation of
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the reagents and standards. Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau Chemie,
Barcelona, Spain), ammonium acetate (Merck, Germany) and 1000 pg mil™
nickel and cobalt standard solutions (Merck, Darmstad, Germany) were reagent
grade. Serdolit Che and Chelite P (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany) with iminodiacetic acid groups and aminomethylphosphoric acid
groups were used as chelating resins, for nickel and cobalt preconcentration,
respectively.

Sample preparation and procedure

Vegetable samples were peeled and washed with ultrapure water, cut in small
pieces and dried for 5 days at 50 °C. Then, the samples were triturated and
pulverized in a porcelain mortar, and after sieving, fractions with a particle size
less than 30 pm were taken.

Samples of 60 mg were directly weighed into the glass minicolumn. Then,
the minicolumn was connected to the continuous manifold (Fig 1). First, the
extraction circuit (2 ml) was loaded with the acid leaching solution (1.5 and 1.0
M nitric acid, for nickel and cobalt, respectively). Once the extraction circuit was
closed by means of SV1, the leaching solution circulates through the
minicolumn subjected to ultrasound energy for 0.5 or 1.5 min (for nickel and
cobalt, respectively). The flow rate of the leaching solution was 3.5 ml min™ and
the direction of the flow was changed each 20 s in order to avoid sample
accumulation at the minicolumn end. Then, the switching valve (SV2) was
switched to its opposite position and the acid extract was homogenized in the
mixing coil. After this, the acid extract channel converged with a buffer solution
stream (8 M ammonium acetate) in order to obtain a pH value > 4.5. The
mixture was homogenized in a second mixing coil and then, was passed

through the preconcentration minicolumn at a flow rate of 2 ml min™. Then were
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eluted by injection of 133.2 or 150.8 pl (for nickel and cobalt, respectively) of 3
M hydrochloric acid into a water carried stream, which swept them to the
detector where were continuously monitored.

Standard solutions containing up to 0.040 ug mI™" of nickel and cobalt in the
same acid medium as the leaching solution were introduced into the flow
system as show in Fig. 1.

[Insert Figure 1 about here]

Results and discussion

Optimisation of the nickel and cobalt preconcentration step

The variables studied are those involving the preconcentraction step (sample
pH, sample flow rate, eluent concentration (HCI), eluent volume, eluent flow rate
and minicolumn diameter). In order to study the behaviour of these variables, a
factorial Plackett-Burman 276*3/16 type Ill resolution design allowing five
degrees of freedom plus one centre point was built. The lower and upper values
given to each variable were chosen from the available data and from
experience gathered in previous experiment, and are listed in Table |. This
experimental design involves 13 non-randomised runs and was applied to 2 ml
of a standard solution containing 0.04 pg ml™" of nickel and cobalt. In order to
test the statistical significance of the effects, an ANOVA was employed by using
the statistical package Statgraphics Plus (version 5.1). To optimise the
preconcentration step, nickel and cobalt were measured on-line by FAAS with a
flow system similar to that depicted in Fig. 2. The variable response was % Ni
and % Co recovery, respectively.

[Insert Table | about here]
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From the results of these analytical data it can be concluded that nickel and
cobalt preconcentration-elution process appeared to be affected by one and two
statistically significant factors, respectively. Eluent concentration (positive effect)
for nickel, and sample flow rate (negative effect) and sample pH (positive effect)
for cobalt. All the other factors were not statistically significant in the range
studied. As the Plackett-Burman design only provides the tendencies to the
optimum values of the variables, these factors were fine-tuned outside of the
framework of the design. The aims of this study were decrease the eluent
volume and its concentration, increase the sample flow rate and establish the
pH range for quantitative nickel and cobalt retention. Eluent flow rate and
minicolumn diameter were fixed in 3 ml min™ and 1 mm, respectively. The
optimum conditions for nickel and cobalt preconcentration-elution were listed in
Table I. An ammonium acetate buffer solution was proposed in order to achieve
the optimum pH for nickel (4.5-5.5) and cobalt (4.5-6.5) retention. In order to
carry out on-line this pH increase, a study of concentration, volume and flow
rate of the ammonium acetate buffer solution was developed. So, a 8 M
concentration, 0.5 ml and 0.4 ml min'1, were selected as a compromise for the
ammonium acetate channel.

[Insert Figure 2 about here]

Optimisation of the continuous ultrasonic acid extraction of nickel and cobalt

It was used the same experimental design that was used for the previous
optimisation (Plackett-Burman 276*3/16). This factorial design was applied to 60
mg of a lettuce sample (0.97 + 0.01 ug g') for nickel and a silver beet sample
(0.80 +0.01 ug g"') for cobalt. These concentrations were determined in

triplicate by using a conventional digestion procedure with concentrated nitric
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acid, preconcentration on Serdolit Che or Chelite P resins and FAAS
measurement. To optimise the continuous acid extraction, nickel and cobalt
were measured on-line by FAAS with a flow system similar to that depicted in
Fig. 1. Six experimental variables were optimised. In Table I, the lower and
upper levels for each studied variable were listed. From the results of these
analytical data, it can be concluded that nickel and cobalt extraction from plant
samples appeared to be affected by one and two statistically significant factors
(positive sign): nitric acid concentration, for nickel, and sonication time and nitric
acid concentration, for cobalt extraction. To simplify the analysis, 0 M HCI, room
temperature, 2 ml of leaching solution and a flow rate of 3.5 ml min™ were
selected, since these parameters were not statistically influential factors. For
nickel, sonication time was not a statistically significant variable, so 0.5 min was
selected as the optimum value for this variable. The use of less concentrated
nitric acid, for nickel and cobalt, and a possible reduction of the sonication time,
for cobalt, were studied. Thus, was proven that 1.5 M nitric acid was required
for a quantitative extraction of nickel from vegetable samples, while 1.0 M nitric
acid was enough for cobalt extraction. The minimum sonication time that
provides a quantitative extraction of cobalt was 1.5 min. The optimum
conditions for continuous ultrasonic acid extraction of nickel and cobalt were
listed in Table I.

The amount of sample and sample particle size were studied by a univariate
method. Particle sizes between 30-100 pym were tested, and the results
obtained indicated that this variable does not affect to the extraction process
within the range studied. As a sample amount of 60 mg was used to optimise
the continuous extraction system and we obtained good results, we suppose

that smaller quantities would also be suitable. However, is important to
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determine the maximum sample amount that the continuous extraction manifold
is able to leach quantitatively in order to increase the sensitivity of the method.
For this purpose, we studied sample amounts until 80 mg, but it was proven that
sample amounts greater than 60 mg produced a great pressure in the
continuous extraction system causing sample losses. Therefore, the maximum
amount of sample that can be used with this continuous extraction system is 60
mg.

Features of the method

The calibration graph was run (n=7) under optimum chemical and flow
conditions for the whole process. Equations were, absorbance = 6x10° + 0.49
X (r=0,999) and absorbance = 7x107 + 0.40 X (r=0.999), where X is nickel and
cobalt concentration, respectively, expressed as ug ml™.

To evaluate the metal determination for possible sample matrix
interferences, a standard addition method was performed. Samples with nickel
and cobalt contents of 0.97 + 0.01 pug g and 0.80 +0.01 ug g™, respectively,
were spiked with several nickel and cobalt standard solutions added to the
leaching solution (0-0.02 pg ml'1). Under these conditions, additional calibration
graphs were derived (n=7) under optimal chemical and flow conditions for the
global process. The absorbance equations were, absorbance = 7 x10° +0.51 X
and absorbance = 5 x10® + 0.41 X, where X is nickel and cobalt concentration,
respectively, expressed as pg ml™". The difference between the slopes of these
equations and the slopes of the calibration graphs was not statistically
significative, demonstrating that nickel and cobalt determination are free from
matrix interferences when the methods are applied to vegetable samples.

The precision of the whole process was verified using a lettuce sample (0.97

+0.01 pg g™') for nickel and silver beet (0.80 +0.01 ug g™') for cobalt (n=11). The

http://mc.manuscriptcentral.com/tfac Email: tfac@csl.gov.uk



Food Additives and Contaminants

10

results obtained, expressed as relative standard deviation were 2.4 and 3.2%,
for nickel and cobalt, respectively. Detection limits (LOD) based on three times
the standard deviation of the blank (n=30) were found to be 0.12 and 0.11 pg g
! for nickel and cobalt, respectively. Concentration factors of the method, based
on the rate between the direct calibration graph and FIA calibration graph
slopes were found to be 15.2 for nickel and 12.2 for cobalt. The resin capacity is
9.23 pmol Ni g' and 17.66 pmol Co g'. The sample throughputs taking into
account the global process were ca. 28 and 19 samples h™. The accuracy of
the method was checked by two different approaches: on the one hand,
recovery studies were performed for Co on a silver beet sample (0.80 + 0.01 g
g' Co) spiked with 5 ug L™ Co. Thus, a recovery of 96.0% was obtained. On
the other hand, for Ni, a certified reference material (NCS DC 73351, tea
leaves, China National Analysis Center for Iron and Steel, Beijing, China), with
a nickel content of 4.6 + 0.3 ug g ' was used. The nickel content obtained for
this certified reference material by the proposed method (mean + SD, n=3) was
4.3 +0.4 pg g, which agrees with the certified value.

Analysis of samples

The methodology proposed was applied to determine nickel and cobalt in
several vegetable samples. The results obtained were compared with those
achieved by a conventional off-line sample digestion method with concentrated
nitric acid, preconcentration step previously optimised by using the chelating
resin and determination by FAAS. The results expressed as pg g— and their
standard deviation (n=3) obtained by these two methods are shown in Table II.
To compare the results obtained by these both methods, the paired t-test was

applied (Miller and Miller 1994). As shown the Table I, both methods do not
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give significantly different values, thus the agreement between the two methods
is satisfactory at 95% confidence level.

[Insert Table Il about here]

Conclusions

A system consisting of a continuous ultrasound-assisted extraction unit
combined with a FI preconcentration step has been proposed. The method
described offers a rapid, easy and efficient sample preparation for the direct
determination of nickel and cobalt in vegetable samples by FAAS, being an
alternative to the traditional sample preparation methods for the determination
of nickel and cobalt in vegetable samples. The procedure is safer than acid
digestion as neither pressure nor high temperature or corrosive concentrated
acids are present during the extraction procedure. Simplicity of the manifold are
also advantages of this procedure if compared to many methods existing to
metal preconcentration. Furthermore, the proposed strategy minimizes sample

manipulation and contamination, as well as the cost of routine analysis
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Table |

Factor levels and optimum conditions for each variable for the preconcentration and continuous ultrasonic acid extraction

steps
Preconcentration step Continuous ultrasonic acid extraction
Nickel Cobalt Nickel Cobalt
Variable Low High Optimum Variable Low High Optimum

Sample pH 1 7 4.5-5,5 4.5-6.5|HNO3 concentration (M) 0 3 1.5 1.0
Sample flow rate (ml min™") 05 4.0 2.0 2.0 | HCI concentration (M) 0 3 0.0 0.0
Eluent concentration (HCI, M) 0.1 3.0 3.0 3.0 | Sonication time (min) 05 50 05 1.5
Eluent volume (pl) 70.4 190.0 133.2 150.8 |Leaching volume (ml) 20 50 20 2.0
Eluent flow rate (ml min™) 30 50 3.0 3.0 |Extraction flow rate (mImin’) 35 6.0 3.5 35
Minicolumn diameter (mm) 1.0 20 1.0 1.0 |Leaching temperature (°C) 20.0 70.0 20.0 20.0
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Determination of nickel and cobalt in vegetable samples and paired t-test

Sample Reference method (n=3)? Proposed methodology (n=3)
[Nl (ugg’) [Col(ugg’) [NI(ugg")  [Col(Mgg")
Cabbage 0.83 +0.02 0.76 £ 0.01 0.86 +0.00 0.75 + 0.01
Lettuce 0.97 £ 0.01 0.98 + 0.01 1.01+0.01 0.99 + 0.01
Turnip tops 1.10 £ 0.07 0.49 £ 0.01 1.15+0.03 0.49 £ 0.01
Silver beet 0.56 + 0.01 0.80 + 0.01 0.62 + 0.01 0.81 £ 0.01
Red cabbage  0.78 +0.01 0.72 £ 0.01 0.80 +£0.00 0.70 £ 0.01
Potato 0.81 +£0.01 0.94 + 0.01 0.78 £ 0.01 0.95 + 0.01
Courgette 0.50 +0.01 0.44 £ 0.01 0.52 £ 0.01 0.44 £ 0.01
Carrot 0.65 +0.00 0.85 £ 0.01 0.63 +0.01 0.86 £ 0.01
Tea 0.71 £ 0.01 0.49 £ 0.00 0.74 £ 0.01 0.49 £ 0.01
Lime tea 0.59 + 0.01 0.47 £ 0.01 0.56 +0.01 0.47+ 0.01
Camomile 0.65 +0.01 0.59 + 0.01 0.64 £0.00 0.60 £0.00
Apple 0.84+0.01  0.54+0.01 0.87 +0.00 0.54 + 0.01
Pear 0.62 + 0.01 0.44 £ 0.01 0.59 + 0.00 0.42 £0.00
Peach 0.65 +0.02 0.48 + 0.01 0.62 + 0.01 0.48 + 0.01
Banana 0.70 £ 0.01 0.44 + 0.01 0.68 £ 0.00 0.43 £ 0.01
DC 73351 Ni certified Ni obtained
Tea Leaves 46+0.3 43+04

Page 16 of 22

Critical value of t (P=0.05)= 2.15; experimental value of t: 0.86 for Ni and 0.55
for Co.
40ff-line acid digestion, preconcentration and FAAS

(chelating resin)

determination.
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Fig. 1. Flow injection manifold for the whole procedure (continuous acid extraction and
preconcentration devices) for nickel and cobalt determination in plant samples. P1 and
P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution; W, waste; UB, ultrasonic bath; M,
minicolumn containing the sample; SS, standard solution; B, blank; 1V, injection valve;
E, eluent (HCI, 3 mol/L); BU(buffer, ammonium acetate); SV1-SV5, switching valves;
MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn containing the chelating resin (Serdolit
Che or Chelite P); UW, ultrapure water and FAAS, flame atomic absorption

spectrometer.

F1

31
35

il minet

F2
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Fig. 2. Flow injection manifold for nickel and cobalt preconcentration. P, peristaltic
pump; SV1 and SV2, switching valves; IV, injection valve; MN, minicolumn containing
the chelating resin Serdolit Che; W, waste; UW, ultrapure water; FAAS, flame atomic

absorption spectrometer
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Abstract

A rapid and sensitive method has been proposed for the determination of chromium and
cobalt in seafood samples by flame atomic absorption spectrometry combined with a
dynamic ultrasound-assisted acid extraction and an online minicolumn
preconcentration. The use of diluted nitric acid as extractant in a continuous mode at a
flow rate of 3.5 mL min' and room temperature was sufficient for quantitative
extraction of these trace metals from seafoods samples. A minicolumn containing a
chelating resin was as an excellent material for the quantitative preconcentration of
chromium and cobalt prior to their flame atomic absorption detection. A flow-injection
manifold was used as interface for coupling all analytical steps, which allowed the
automation of the whole analytical process. A Plackett-Burman experimental design
was used as a multivariate strategy for the optimization of both sample preparation and
preconcentration steps. The method was successfully applied to the determination of

chromium and cobalt in seafood samples.



I ntroduction

The public attention to undesirable chemical substances in seafood products from
natural environments and from fish farms is increasing. Among the substances of
specia concern are the heavy metals due to their toxicity and accumulation in biological
marine tissues. The amount of chromium in the diet is of great importance as Cr is
involved in insulin function and lipid metabolism. Cobalt plays an important role in the
metabolism of iron and synthesis of haemoglobin, and it is also an integral part of
Vitamin B12 and other biologica compounds. Nevertheless, these metals can aso
produce toxic effects when the metal intake is excessively elevated. 12

Trace metals are usually determined by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) due to its rapidity and simplicity. But this technique is not enough sensitive to
adlow the determination of metals at very low concentration levels. Therefore, a
separation and/or preconcentration procedure is frequently required as a previous step
before FAAS detection. Thus, several solid phase preconcentration methods were
proposed to improve the sensitivity of chromium and cobalt determinations. These
preconcentration strategies involving adsorbents as silica ge®#, chelating resins>®,
microorgamisms inmovilized on solid supports’®, etc. The use of flow injection (FI)
sample preconcentration system enables trace metal determinations in complex diluted
samples using conventional FAAS. In this sense, a number of Fl-preconcentration

methods including a minicolumn containing a chelating resin®**

, aion exchange
resm? or a solid sorbent'®!* have been reported for trace chromium and cobalt
determination.

By the other hand, as recently reported Luque-Garcia and Luque de Castro*, the

use of ultrasound energy for accelerating or assisting a analytical process is a current



practice in analytical chemistry. Thus, ultrasonic extractions coupled with FI systems
have been proved to be successful for achieving quantitative recoveries from various
environmental matrices™™®. Our investigation team proposed for first time a Fl
manifold as interface to couple ultrasound-assisted extraction, preconcentration and
FAAS detection, allowing automation of the whole analytical process'®.

The aim of this work was to develop and establish an analytical method for Cr and
Co determination in seafood samples using a continuous ultrasound-assisted system for
extraction, chelating resins for on-line preconcentration and determination by

FI-FAAS.

Experimental

Reagents and chemicals
Ultrapure water of 18.2 MScm resistivity, obtained from a Milli-Q water

purification system (Millipore, Bedford, MA USA) was used for the preparation of the
reagents and standards. Hydrochloric acid, nitric acid (Scharlau Chemie, Barcelona,
Spain), anmonium acetate (Merck, Germany) and 1000 pg mL™ chromium and cobalt
standard solutions (Merck, Germany) were reagent grade. Serdolit Che and Chelite P
(Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) with iminodiacetic acid groups
and aminomethylphosphoric acid groups, respectively, were used as chelating resins,
for chromium and cobalt preconcentration.
Apparatus

A Perkin EImer Model 5000 atomic absorption spectrometer (Perkin Elmer,

Shelton, CT-USA) fitted with chromium and cobalt hollow cathode lamps was used.



The instrument was set at 357.9 and 240.7 nm. The spectrometer output was connected
to a Perkin EImer Model 50 Servograph Recorder with arange of 5 mV. As can be seen
in Fig. 1, the FI system comprises two Gilson Minipuls 3 peristaltic pumps (Gilson,
Villiers Le Bdl, France) fitted with Viton tubes, an ultrasonic bath with an ultrasound
power of 40 KHz (Selecta, Barcelona, Spain), six Rheodyne injection or switching
valves (Rohnert Park, USA), Models 5041 and 5301, extraction loops of 2.5, 4.5 and 8.0
m (made with 0.8 mm i.d. PTFE tubing, Omnifit, Cambridge, UK), a glass
minicolumn (100 mm x 3 mm i.d., bed volume 700 mL, Omnifit, Cambridge, UK). The
ends of minicolumn were plugged with filter paper (Whatman 541). Minicolumns for
the preconcentration step were prepared by filling Viton tubes (10 cm length and 1 mm
i.d.) with 50 mg of chelating resin.

Sample preparation and procedure

Mussel samples were grinded, homogenized and freeze-dried (-40 °C). The rest of
samples were cut in small pieces, dried at 50 °C, triturated and pulverized in a porcelain
mortar. After sieving, fractions with a particle size less than 30 mm were taken.

Samples of 60 mg were directly weighed into the glass minicolumn. Then, the
minicolumn was connected to the continuous manifold (Fig 1). First, the extraction
circuit (2 mL) was loaded with the acid leaching solution (3 M nitric acid). Once the
extraction circuit was closed by means of SV 1, the leaching solution circulates through
the minicolumn subjected to ultrasound energy for 2.5 or 2.0 mn (for chromium and
cobalt, respectively). The flow rate of the leaching solution was 3.5 mL min™. The
direction of the flow was changed each 20 s in order to avoid sample accumulation at
the end of minicolumn. Then, the switching valve (SV2) was switched to its opposite
position and the acid extract was homogenized in the mixing coil. After this, the acid

extract channel converged with a buffer solution stream (16 M ammonium acetate) in



order to obtain the optimum pH value. The mixture was homogenized in a second
mixing coil and then, was passed through the preconcentration minicolumn, at a flow
rate of 1.5 and 2 mL min', for Cr and Co, respectively. Then, were eluted by injection
of avolume of 133.2 or 150.8 uL (for Cr and Co, respectively) of 3 M hydrochloric acid
into a water carried stream, which swept them to the FAAS detector where were

continuously monitored.

Results and Discussion
Optimization of the chromium and cobalt preconcentration

In order to study the behaviour of the variables involving in this process, a
factorial Plackett-Burman 2°6* 3/16 type 11 resolution design allowing five degrees of
freedom plus one center point was built (Table 1). Optimisation experiments were
performed on standard solutions of 2 mL containing 0.08 and 0.04 pg mL™? of
chromium and cobalt, respectively. The variable response was % recovery. From the
results of the analysis, it can be concluded that chromium and cobalt preconcentration
process appeared to be affected by one and two dtatistically significant factors,
respectively, eluent concentration for chromium, and sample flow rate and sample pH
for cobalt. All the other factors were not statistically significant in the studied range. As
the Plackett-Burman design only provides the tendencies to the optimum, seweral
variables were fine-tuned outside of the framework of the design. The aims of this study
were decrease the eluent volume and its concentration, increase the sample flow rate,
and establish the pH range for quantitative chromium and cobalt retention. Huent flow
rate and minicolumn diameter were fixed in 3 mL min™* and 1 mm, respectively. The

optimum conditions for chromium and cobalt preconcentration were listed in Table 1. In



order to carry out ontline the pH increase for a quantitative retention of the metals on
the chelating resin, a study of concentration, volume and flow rate of the ammonium
acetate buffer solution was developed. So, a 16 M ammonium acetate solution with a
volume of 0.5 mL and a flow rate of 0.3 and 0.4 mL min* for Cr and Co respectively,
were selected as a compromise for the ammonium acetate channel.

Optimisation of the continuous ultrasonic acid extraction of chromium and cobalt

Also was employed a Plackett-Burman 2°6*3/16 design. This factorial design
was applied to 60 mg of a CRM 278R Mussel tissue (0.78 + 0.06 pg g Cr) and to a
mussel sample (0.93 + 0.01 pg g* Co). The experimental variables and their levels are
listed in Table 2. From the results of these analytical data, was proven that sonication
time and nitric acid corcentration were the significant variables for Cr and Co
extraction from seafood samples. These significant variables were affected by a positive
sign. To smplify the anaysis, 0 M hydrochloric acid, room temperature, 2 mL of
leaching solution and a flow rate of 3.5 mL min* were selected since these parameters
were not statistically influential factors. A possible reduction of the sonication time and
the use of less concentrated nitric acid were studied outside the framework of the design.
Thus, the optimum conditions achieved for continuous ultrasonic acid extraction of
chromium and cobalt were listed in Table 2.

Two sample variables that can affect the acid extraction process (sample particle
size and amount of sample) were studied by an univariate mode. The results obtained
indicated that sample particle size does not affect the extraction process at the levels
tested (30-100 pum) and the maximum sample amount that can be used was 60 mg.
Features of the method

The calibration graph was run (n=7) under optimum chemica and flow conditions

for the whole process. Equations were, absorbance = 2.2 x10* + 0.39 X (r=0.999) and



absorbance = 7x107 + 0.40 X (r=0.999), where X is Cr and Co concentration,
respectively, expressed as ug mL 2.

The precision of the whole process was verified using CRM 278R Mussdel Tissue
(0.78 + 0.06 pg g* Cr) and a mussel sample (0.93 + 0.01 pg §* Co). The results
obtained, expressed as relative standard deviation were 2.7 and 1.9 %, for chromium
and cobalt, respectively. The limit of detection (LOD) based on three times the standard
deviation (n=30) of the blank was found to be 0.09 and 0.11 pg g* for Cr and Co,
respectively. The sample throughput, taking into account the global process was about
13 and 16 samples ' and the preconcentration factor was 15.1 and 12.2 for Cr and Co,
respectively. The accuracy of the method was checked by two different approaches. on
the one hand, recovery studies were performed for Co on a mussel sample (0.93 + 0.01
ug g* Co) spiked with 5 pug L Co. Thus, a recovery of 98.0% was obtained. On the
other hand, for Cr was used the CRM 278R Mussal Tissue, Community Bureau of
Reference, Brussels, Belgium, with a certified value of 0.78 + 0.06 pg g* Cr. The Cr
content obtained (mean + SD, n=3) was 0.77 + 0.03 ug g, which agrees with the
certified value.
Analysis of seafood samples

The proposed methodology was applied to determine chromium and cobalt in
seafood samples. The results obtained were compared with those achieved by a
conventional off-line sample digestion method with concentrated nitric acid,
preconcentration step previously optimized by using the chelating resin and
determination by FAAS. The results expressed as pg g' and their standard deviation
(n=3) obtained by these two methods are shown n Table 3. To compare the results
obtained by these both methods, the paired ttest was applied. As shown the Table 3,

both methods do not give significantly different values, thus the agreement between the



two methods is satisfactory at 95% confidence levd.

Conclusions

An automated approach based on the coupling between an ultrasound-assisted
extraction system with a preconcentration unit prior to a flame atomic absorption
spectrometric detector is proposed for the determination of Cr and Co in seafood
samples. The use of this dynamic approach allowed the extraction of this trace metalsin
a short time (2.5 and 2.0 min, for Cr and Co, respectively) and the procedure is safer
than acid digestion as neither pressure nor high temperature are present during the
extraction procedure. The inclusion of a minicolumn containing a chelating resin
(Serdalit Che, for Cr and Chelite P, for Co) before the detector is an effective strategy to
improve the sengitivity of the FAAS for Cr and Co determination, and constitutes an
important contribution to the development of new FI-FAAS methods for routine

determination of trace Cr and Co in seafood samples.
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Table 1 Factor levels and optimum conditions for each variable (preconcentration

step)
Optimum

Varidble Low High

Chromium Cobalt
Sample pH 1 7 35-4.5 4565
Sample flow rate (mL min'™) 0.5 4.0 1.5 2.0
Eluent concentration (HCI, M) 0.1 3.0 3.0 3.0
Eluent volume (uL) 70.4 190.0 133.2 150.8
Eluent flow rate (mL min'?) 3.0 4.0 3.0 3.0
Minicolumn diameter (mm) 1.0 2.0 10 1.0




Table 2 Factor levels and optimum

ultrasonic acid extraction step

conditions for each variable for the continuous

Optimum
Vaiable Low High
Chromium Cobalt

Nitric acid concentration (M) 0 3 3 3
Hydrochloric acid concentration (M) 0 3 0 0
Sonication time (min) 0.5 5.0 25 2.0
Leaching volume (mL) 2 5 2 2
Extraction flow rate (mL min?) 35 6.0 35 35
L eaching temperature (°C) 20 70 20 20

12



Table 3 Determination of chromium and cobalt in seafood samples

Chromium concentration (ug g

Cobalt concentration (ug g*)

Samples Conventional Conventional
Present method Present method
method® method®

Mussdl 1 0.71+0.01 0.74+0.01 0.60+ 0.01 0.62 £ 0.01
Mussel 2 0.90+ 0.01 0.88 = 0.00 0.93+0.01 0.94+0.01
Mussel 3 0.82+0.02 0.79+0.01 1.00+0.01 1.00+0.01
Mussd 4 0.88+ 0.01 0.91+0.01 0.94 + 0.02 0.93+0.01
Mussel 5 0.93+0.01 0.95+0.01 0.74+0.01 0.73+0.01
Clam1 0.77+0.01 0.78 = 0.00 0.54+0.01 0.56 + 0.01
Clam 2 0.61+0.01 0.61+0.01 0.55+0.01 0.57+0.01
Tuna 0.47+0.01 0.46 + 0.01 0.47+0.01 0.46 =+ 0.01
Prawn 0.68+ 0.01 0.67 £ 0.01 0.45+ 0.02 0.48 £ 0.01
Hake 0.59+0.01 0.59+0.01 0.60 + 0.01 0.61+0.01
Razor-shell 0.55+0.01 0.54+0.01 0.58 + 0.02 0.59+ 0.00
Sardine 0.49+0.01 0.47+0.01 0.57+0.01 0.56 £ 0.01
Scallops 0.65+ 0.01 0.66 + 0.01 0.58 £ 0.01 0.59+ 0.01

Critical value of t (P=0.05)= 2.15; experimental value of t: 0.28 for Cr and 1.94 for Co.

& Conventional off-line sample digestion method with concentrated nitric acid,

preconcentration step previously optimised by using the chelating resin and

determination by FAAS.
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Figure Caption

Fig. 1. Flow injection manifold for the whole procedure (continuous acid extraction and
preconcentration devices) for chromium and cobalt determination in seafood samples.

P1 and P2, peristaltic pumps; LS, leaching solution; W, waste; UB, ultrasonic bath; M,
minicolumn containing the sample; SS, standard solution; B, blank; 1V, injection valve;
E, duent (HCl, 3 mol L-1); BU(buffer, ammonium acetate); SV1-SV5, switching
valves, MC1 and MC2, mixing coils; MN, minicolumn containing the chelating resin

(Serdolit Che or Chelite P); UW, ultrapure water and FAAS, flame atomic absorption

spectrometer.
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