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RESUMO

Avaliacido de Procedimentos para Preparo de Amostras Agronomicas
Visando Determinacio Multielementar por Espectrometria de Emissao
Otica com Plasma Induzido

A etapa de preparo da amostra sempre foi considerada um fator limitante a
produtividade dentro da seqiiéncia analitica devido ao elevado tempo
demandado e a grande probabilidade da introducdo de erros no resultado
analitico. Propostas que venham representar economia em tempo e simplificagdo
da manipulagdo da amostra sdo desejaveis. Foram investigados dois
procedimentos para preparo de amostras agrondmicas (leite bovino e sucos de
fruta) visando determinag¢ao multielementar por espectrometria de emissao 6tica
com plasma induzido. O procedimento para preparo do leite bovino baseou-se
no emprego de enzima proteolitica (pepsina) e de agente precipitador de
proteinas (4cido tricloroacético), para extracdo dos elementos Ca, Fe, Mg e Zn.
A aplicacdo dos reagentes avaliados proporcionou verificar a complexa
interagdo do elemento Fe com as proteinas do leite. Determinagdo quantitativa a
partir da simples precipitagdo das proteinas mostrou-se vidvel para Ca, Mg e Zn.
Resultados obtidos para Fe, utilizando a precipitagdo das proteinas, confirmaram
a forte ligacao desse elemento com a micela de caseina. Em geral, a recuperagao
de Fe no precipitado de proteinas desnaturadas apresentou-se ao redor de 100 %.
Para tratamento das amostras de sucos de frutas foi desenvolvido um sistema em
fluxo que opera sob altas temperatura e pressdao. Esse sistema mostrou eficiéncia
de decomposi¢do de aproximadamente 99 %, para diferentes fontes de carbono,
quando as condi¢des de 300 °C e 60 atm foram utilizadas. A utilizagdo de acido
nitrico diluido (HNOs 1,4 mol L"), associada ao uso de peréxido de hidrogénio
como agente oxidante auxiliar (H,O; 3,0 % v V'l), ndo comprometeu a eficiéncia
de decomposi¢do quando temperatura de 300°C foi empregada. Os teores de Ca,
K, Mg e Na encontrados nos digeridos das amostras de sucos foram
concordantes as concentracdes observadas para digestdo em forno de MW com
frascos pressurizados. O comportamento do sistema em fluxo frente a
suspensoes de tecido vegetal também foi investigado. Ao mesmo tempo foi
avaliada a performance dos espectrometros utilizados nas determinacdes. Foram
comparadas as figuras de mérito, “warm-up time”, estabilidades em curto e
longo periodos, resolu¢do espectral, robustez e limite de deteccdo para as
configuragdes axial e radial. Os experimentos realizados mostraram desempenho
similar para ambas as configuragdes, sendo observadas diferengas apenas no
“warm up time” e limite de detec¢do. Os resultados obtidos possibilitam
concluir que a maioria das aplicagdes realizadas com a configuracao radial pode
ser implementada em um ICP OES com visdo axial sem degradacao do
desempenho analitico.
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ABSTRACT

Evaluation of Procedures for Agricultural Samples Preparation for
Multielemental Determination by Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry

Sample preparation was always considered a limiting factor for sample
throughput in the analytical sequence due to its high time consumption and great
probability for error insertion in the results. Therefore, purposes to generate
lower analysis time and, mainly, to make sample handling a feasible process are
readily wished. Two procedures for preparation of agricultural samples (bovine
milk and fruit juices) for multielemental determination by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry have been investigated. A procedure for
bovine milk treatment based on use of proteolytic enzymes (pepsin) and protein
precipitator agent (trichloroacetic acid) for extraction of Ca, Fe, Mg, and Zn was
investigated. Application of these reagents allowed to check the complex
interaction between Fe and milk proteins. Quantitative determinations from
simple protein precipitation in solution showed good results for Ca, Mg, and Zn.
Results obtained for Fe, using protein precipitation, confirmed the strong bound
of this element with the casein micelle. In general, the recovery of Fe on protein
precipitate was around 100 %. Taking into account the procedure for fruit juices
treatment, a flow system operating at high temperature and high pressure was
developed. This system presented decomposition efficiency around 99 % for
different carbon sources when 300 °C and 60 bar was applied. As result, it can
be suggested that the use of diluted nitric acid (HNO; 1.4 mol L") associated to
hydrogen peroxide as auxiliary oxidant agent (H,O, 3.0 % vv™'), does not
compromise the decomposition efficiency if high temperature is applied.
Recoveries of Ca, K, Mg, and Na in the digestates obtained by the flow system
were in agreement with those found in the closed vessel-MW assisted acid
decomposition. The flow system behavior for vegetal tissues slurries
decomposition was also evaluated. At the same time the spectrometers
performance was evaluated. Figures of merit, warm up time, long and short term
stability, spectral resolution, and limit of detection were compared for axially-
and radially-viewed configurations. The performed experiments showed similar
performance for both configurations, differing only on the warm up time and
limit of detection. Taking into account the obtained results it is possible to infer
that most of the applications performed with the radially-viewed configuration
could be carried out in axially-viewed ICP OES’s with no analytical
performance degradation.
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1. Introducao

Freqlientemente, a etapa de preparo da amostra torna-se indispensavel
dentro da seqiliéncia analitica envolvida em uma determinacdo instrumental. A
escolha do procedimento a ser adotado para realizacdo dessa tarefa estd baseada
principalmente na complexidade da matriz em andlise € no comportamento
quimico do analito a ser determinado (KRUG, 2000). Analisando a seqiiéncia
analitica envolvida em uma determinagdo quimica, pode-se observar também
que a etapa de preparo da amostra demanda grande parte do tempo total de
analise, além de se apresentar como uma fonte para inser¢do de erros no
resultado analitico (MAJORS, 1991). Para contornar essa caracteristica
desfavoravel da etapa de preparo de amostra, procura-se adotar procedimentos
nos quais a manipulagdo da amostra seja reduzida. Desse modo, sdo
minimizadas a perda do analito e a contamina¢do da amostra.

Determinacdes elementares em amostras de natureza orginica ou
biologica requerem a transformagao dos elementos de interesse da matriz em
uma forma inorganica simples. Nesse processo ocorre a oxidacdo da matriz,
convertendo-se o carbono em CO,, o hidrogénio em H,O, e os compostos
nitrogenados em N,/NO,. Os outros elementos permanecem em formas
inorganicas convenientes para analise (KRUG, 2000). Normalmente, sdo
empregados diferentes agentes oxidantes combinados a diferentes fontes de
aquecimento para promover a conversio da amostra em uma solugdo
representativa (GOUVEIA et al., 2000; COSTA et al., 2001; FLORIAN &
KNAPP, 2001). No entanto, associada a essa etapa da andlise, normalmente
observa-se a incompleta oxidacdo dos compostos organicos originais da amostra
que, em fungdo da técnica analitica a ser adotada, pode apresentar-se como um

parametro que deterioram a exatiddo e/ou precisdo da determinacido (LEVINE et
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al., 1999; MADER et al., 1996; ADELOJU, 1989; WURFLES et al., 1989a;
WURFLES et al., 1989b).

Procedimentos que envolvem o uso de acidos concentrados tém sido
preteridos para preparacdo da amostra em funcdo dos aspectos relacionados a
seguranca do analista, consumo de reagentes, diluigdes extensivas e geracao de
residuos (ARAUJO et al, 2002). Como atraente alternativa para contornar essa
caracteristica indesejavel, propostas empregando reagentes diluidos e solugdes
extratoras para decomposi¢ao da amostra e extragdo dos analitos véem sendo
investigadas (TREVIZAN et al., 2002; SANTOS et al., 2002; MARTINS et al.,
2002; COSTA et al., 2002; STURUP & BUCHERT, 1996; ARAUJO et al.,
2002), respectivamente. Entretanto, a eficiéncia dessa estratégia esta
diretamente associada a natureza do analito e da amostra, as condi¢des
operacionais de temperatura e pressao e a técnica de deteccao utilizada. O uso
de acidos diluidos proporciona diminuicdo significativa dos compostos
organicos originais da amostra somente quando elevadas pressao e temperatura
sdao empregadas. Essas condigdes potencializam a a¢do oxidante dos reagentes.
Procedimentos visando a extracdo dos analitos ou determinacdo direta, sem
extensiva manipulacdo da amostra, t€m mostrado resultados exatos em situagoes
nas quais o analito ndo se apresenta fortemente ligado a matriz da amostra. Para
elementos trivalentes como Al e Fe, normalmente associados a fracdo de
silicatos da amostra, essa estratégia ndo gera recuperagdes quantitativas.

Considerando-se o objetivo de alcancar uma economia no tempo
demandado na andlise, o desenvolvimento de procedimentos que possibilitem o
tratamento automatizado/mecanizado da amostra também ¢ relevante
(ARRUDA & SANTELLI, 1997 ¢ BURGUERA & BURGUERA, 1998). A
utilizacao de sistemas em fluxo como uma ferramenta para minimizar a agao do

operador no preparo da amostra, tem sido amplamente discutida e empregada
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em trabalhos que se dedicam a automacdo do tratamento de amostras.
Freqliientemente, a radiacdo microondas ¢ utilizada para promover o
aquecimento da amostra (ARRUDA & SANTELLI, 1997 ¢ BURGUERA &
BURGUERA, 1998). Entretanto outras fontes de energia, tais como ultravioleta
(UV), infravermelho (IR), ultrassom e aquecimento condutivo, podem ser
utilizadas para a mesma finalidade (GOLIMOWSKI & GOLIMOWSKA, 1996;
GRABER & BERNDT, 1998; SWEILEH, 2000 e JACOB & BERNDT, 2002).
A escolha da estratégia a ser utilizada dependera da aplicagcdo considerada.
Baixo consumo de amostra e reagente(s), minimizacdo de perdas por
volatizagdo e contaminagdo das amostras, e a possibilidade de determinagdes
em linha, podem ser citadas como as principais vantagens da utilizacdo de
sistemas em fluxo para o tratamento de amostras.

Considerando os métodos espectroanaliticos, particularmente a analise
por emissdao oOtica com plasma induzido (ICP OES), pode-se observar que a
exatidao e precisdo da determinagdo analitica ndo sdo criticamente afetadas por
compostos organicos remanescentes em solucdo (ALLAIN et al, 1991).
Entretanto, ao serem introduzidos no plasma, esses compostos organicos podem
produzir emissdes nao-especificas ao analito de interesse, alterando a radiacao
de fundo medida em cada comprimento de onda (THOMPSON & BARNES,
1992). Conseqiientemente a sensibilidade do método em consideracao ¢ afetada
(THOMSEN et al., 2000).

Normalmente as emissdes indesejaveis decorrentes da presenca de
compostos organicos residuais ou elementos concomitantes da amostra ocorrem
nas proximidades da regido mais fria do plasma, na qual processos de
recombinagdo sao favorecidos (THOMPSON & BARNES, 1992). Para
equipamentos que possuem a tocha posicionada verticalmente ao sistema oOtico

(configuragdo radial), o adequado ajuste da poténcia do sistema de
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radiofreqiiéncia, da vazdo de nebulizagdo e da altura de observacao pode ser
suficiente para eliminar ou minimizar o efeito negativo dessas emissdes nao-
especificas sobre o sinal analitico (THOMPSON & BARNES, 1992;
BRENNER & ZANDER, 2000). Em equipamentos com configuracdo axial, a
eficiéncia da interface utilizada para remover a zona indesejavel do plasma deve
ser considerada (BRENNER & ZANDER, 2000). Baseando-se nesses
argumentos pode-se inferir que o desempenho da determinacdo analitica por
ICP OES esta diretamente associado as condigdes operacionais e caracteristicas
do equipamento utilizado. Desse modo, para que sejam elucidadas possiveis
interferéncias matriciais observadas na analise de amostras de diferentes
naturezas, torna-se necessario realizar uma avaliagdo do desempenho do
equipamento empregado (MERMET & POUSSEL, 1995).

Considerando esses aspectos, foram avaliadas as principais figuras de
mérito que possibilitam avaliar o desempenho dos espectrometros de emissao
Otica com plasma induzido utilizados no desenvolvimento deste trabalho. Os
experimentos conduzidos tiveram por objetivo comparar o “warm-up time”, a
estabilidade por curto e longo periodo, a resolugdo espectral, a robustez e o
limite de deteccdo para as configuragdes axial e radial. Dessa forma foram
obtidos subsidios para o entendimento de eventuais interferéncias matriciais ou
espectrais sobre as intensidades dos sinais de emissao dos analitos.

Em relacdo aos procedimentos para preparo de amostra abordados neste
trabalho, sdo descritos os resultados obtidos para duas estratégias que visam o
tratamento de amostras de origem agrondmica (leite bovino e sucos de frutas)
para posterior determinacao multielementar por ICP OES. Para investiga¢ao das
amostras de leite, solu¢do enzimadtica e agente precipitador de proteinas foram
empregados para extracdo dos analitos presentes na matriz em estudo. Através

do uso desses reagentes extratores foi possivel investigar a interacdo dos
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analitos Ca, Fe, Mg e Zn com as proteinas do leite bovino. O procedimento para
as amostras de sucos de fruta envolveu a utilizagdo de um sistema em fluxo
mecanizado/automatizado operando sob alta temperatura e alta pressdo. A
eficiéncia de decomposicao apresentada pelo sistema desenvolvido foi avaliada
em funcao dos teores de carbono residual nos digeridos obtidos. A aplicagao do
sistema em fluxo as suspensdes de tecido vegetal preparadas em meio acido
também foi avaliada. As solugdes resultantes da aplicacdo de ambos

procedimentos foram analisadas empregando ICP OES como técnica analitica.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Espectrometria de Emissido Otica com Plasma Induzido — Figuras de

Meérito

A espectrometria de emissao Otica com plasma induzido, desde sua
proposta (GREENFIELD et al, 1964; WENDT & FASSEL, 1965) tem
mostrado grande potencial para analise multielementar nas mais diferentes areas
de pesquisa. Essa importante técnica analitica teve seu renascimento marcado na
ultima década pelo desenvolvimento e utilizagao dos detectores de estado solido
e equipamentos com configuragdo axial que propiciaram uma maior
flexibilidade e sensibilidade a determinagdo analitica (BARNARD et al., 1993;
DE GOY et al, 1998; BRENNER e ZANDER, 2000). Os primeiros
espectrometros de emissdo Otica com plasma induzido utilizavam tubos
fotomultiplicadores para detectar a radiagdo emitida pelo plasma e pelos
analitos. Multiplos detectores poderiam ser dispostos em um arranjo
denominado circulo de Rowland, possibilitando assim determinagdes
simultaneas, ou estarem acoplados a um monocromador com varredura
sequiencial do tipo Czerny-Turner para determinagdes seqiienciais (FIGURA
2.1). Como principais desvantagens advindas da utilizagdo desses arranjos
podemos citar a falta de flexibilidade para escolha de comprimentos de onda,
uma vez que a disposicdo dos tubos fotomultiplicadores se encontrava
estabelecida (configuracdo com circulo de Rowland), e o elevado tempo
requerido em andlises nas quais um grande numero de elementos deveria ser
determinado (monocromador Czerny-Turner) (MONTASER & GOLIGHTLY,
2002).
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FIGURA 2.1 — Sistema otico de ICP OES baseados na montagem utilizando
circulo de Rowland ¢ monocromador Czerny-Turner. (a) Leitura simultanea e

(b) Leitura seqiiencial.

No inicio da década de 90, com o avango da eletronica ¢ desenvolvimento
de novos materiais na tecnologia de semicondutores, foi possivel incorporar a
um ICP OES um dispositivo multicanal para leitura simultanea das radiagdes
eletromagnéticas emitidas por um plasma (BARNARD et al, 1993). Essa
tecnologia, denominada detector de estado so6lido, se baseia na utilizagdo de
dispositivos de carga acoplada onde sdo observados arranjos multicanal de
silicio (Charged Coupled Device — CCD, ou Segmented Coupled Device — SCD)
(DE GOY et al, 1998). Esses arranjos consistem de “pixels” individuais
definidos como secdes de eletrodos onde sdo aplicados potenciais variados. Os
eletrodos empilhados verticalmente, ¢ dopados de poli-silicio, sobrepdem o
silicio semicondutor fotossensivel. Adicionalmente, esses eletrodos encontram-
se separados da superficie de silicio por uma camada isolante de 6xido de silicio

(FIGURA 2.2) (DE GOY et al., 1998).
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FIGURA 2.2 — Representacdo esquematica do arranjo multicanal de um

detector de estado solido.

Quando uma diferenga de potencial apropriada ¢ aplicada nos diferentes
eletrodos, o potencial eletrostatico no silicio se altera, produzindo zonas de
potenciais negativos em sua vizinhanga. Dessa forma, os fotoelétrons gerados
pela radiagdo incidente podem ser coletados e armazenados nessas regides
pontuais da superficie do detector. O processo de medicdo da energia luminosa
pode entdo ser resumido em quatro etapas: 1) absorcdo da energia do féton
incidente nos “pixels” individuais do detector para producdo de elétrons; 2)
transferéncia do pacote de cargas resultante; 3) conversdao da carga gerada em
um sinal de voltagem e, 4) amplifica¢do do sinal gerado. Para redu¢do do ruido
eletronico nesses dispositivos, de forma geral, temperatura de operagao de
aproximadamente -35°C deve ser empregada (BARNARD et al., 19993; DE
GOY et al., 1998).

Incorporados com sucesso aos novos ICP OES, os detectores de estado
solido possibilitaram alcangar a faixa linear de resposta e a leitura simultanea de

um amplo intervalo do espectro eletromagnético (BARNARD et al., 1993; DE
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GOY et al., 1998). Devido ao carater multicanal do detector de estado solido,
normalmente sua aplicacdo se encontra associada ao uso de monocromadores

com montagem Littrow/Echelle (FIGURA 2.5).

Grade Echelle

FIGURA 2.3 — Monocromador com montagem Littrow/Echelle. Difragao da luz

monocromatica nos elementos dispersores do monocromador.

Na montagem Littrow/Echelle, pode ser observada a formagdo de um
espectro bidimensional a partir da radiagdo eletromagnética emitida pelo plasma
e pelos analitos. A radiagcdo monocromatica ¢ separada em seus respectivos
comprimentos de onda, assim como em suas ordens de difracdo, formando uma
série de “linhas de radiacdes”. O posicionamento exato de uma superficie
fotossensivel formada por “pixels” individuais possibilita realizar o mapeamento
bidimensional do “echellograma” gerado (KNOWLES, 2004) (FIGURA 2.4).
Para a aquisi¢do do sinal das linhas de emissdo da regido do UV-VIS em uma
ampla faixa de comprimento de onda, assim como para regides pontuais dessa
faixa do espectro eletromagnético, encontram-se propostas na literatura
diferentes configuragdes para o dispositivo de leitura (detector de estado solido)

(BARNARD et al.,, 1993; DE GOY et al., 1998; KNOWLES, 2004).
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FIGURA 2.4 — Representagdo do ponto de vista do detector para o mapeamento
da radiacdo dispersa em um sistema monocromador com montagem

Littrow/Echelle.

A realizagdo de medidas empregando a configuragao axial foi proposta na
década de 70 (ABDALLAH et al., 1976). Apesar do significativo ganho em
sensibilidade alcancado, essa idéia apresentou baixa aceitagdo devido ao
comprometimento do desempenho do equipamento com o agravamento das
interferéncias espectrais. Sua disseminacdo ocorreu somente apos o0
desenvolvimento de interfaces adequadas (“Shear-gas” e “End-on-gas™) que
possibilitaram a eliminagdo das interferéncias associadas a regido mais fria do
plasma, onde predominam os processos de recombinagdo (FIGURA 2.5). Apesar
desse desenvolvimento instrumental, pode-se dizer que o senso comum nessa
area recomenda a configuragdo axial para aplicagdes nas quais a sensibilidade ¢
critica e a complexidade matricial é baixa. Nesse contexto, a melhor op¢ao para
amostras complexas ¢ a utilizacdo de ICP OES com configuracdo radial, porém

esse ponto de vista geral necessita ser criticamente avaliado.
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(a)

(b)

FIGURA 2.7 — Interfaces plasma/sistema otico em espectrometros de emissao
Otica com plasma induzido. (a) Interface “End-on gas” e (b) Interface “Shear-

2

gas”.

IVALDI & TYSON (1995) mostraram que os efeitos causados por
elementos facilmente ionizaveis nas medidas por ICP OES com configuragdes
axial e radial podem ser minimizados a mesma extensdo quando condigdes
robustas sao empregadas (elevada poténcia de RF e baixa vazao de nebulizagao).
Os autores destacaram que a configuragdo axial associada a um eficiente sistema
de introdu¢do da amostra possibilita gerar baixos limites de deteccdo (LOD).
Entretanto, afirmaram que a operagdo do plasma em condi¢do ndo-robusta pode
prejudicar a exatiddo das medidas. DUBUISSON et al. (1997) apresentaram
conclusoes similares sobre o efeito de Na nas medidas realizadas por ICP OES
com configuracdes axial e radial. Nesse trabalho, trés espectrometros que

possuiam diferentes configuracdes foram investigados pelos autores.
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Em trabalho apresentado por BRENNER et al. (1997) foi investigada a
interferéncia de Ca e Na sobre a emissdo de linhas i0nicas e atOmicas que
possuiam diferentes energias de excitagdo. Os efeitos matriciais observados
foram semelhantes em ambos arranjos axial e radial, sendo encontrada uma
maior interferéncia causada por Ca comparativamente ao Na. Esse fato foi
atribuido a maior energia necessaria para dissociar a matriz da solu¢ao contendo
elevada concentracdo de Ca.

GARCIA et al. (2001) mostraram que a determinacdo de Dy, Eu e Yb em
digeridos de fezes de carneiro por ICP OES com configuragdes radial e axial ndo
foi significativamente afetada por interferéncias matriciais quando o plasma ¢
operado em condi¢des robustas. A partir dos experimentos realizados, os autores
puderam constatar que os efeitos de matriz foram minimizados com maior
eficiéncia na configuracdo axial. Esse comportamento foi atribuido ao maior
tempo de residéncia da particula no plasma axial proporcionado pela utilizagao
de uma tocha com tubo injetor de maior didmetro interno do que o apresentado
pela tocha do equipamento com configuracao radial.

Analisando os trabalhos que investigam o desempenho da determinagao
com ICP OES com configuracdes axial e radial, pode-se perceber que a
operacdao do plasma em condi¢des robustas soluciona uma variada gama de
problemas encontrados em diferentes aplicacdes analiticas (BRENNER &
ZANDER, 2000). Portanto, pode-se dizer que o desafio do desenvolvimento de
novos métodos por ICP OES se encontra na minimizagao dos efeitos matriciais
sem que ocorra uma diminui¢do da sensibilidade. Para que esse objetivo seja
alcancado, ¢ necessario que se avalie o desempenho do espectrometro a ser
utilizado.

Uma seqiiéncia de experimentos simples foi proposta por POUSSEL et al.
(1993) para diagnosticar o desempenho de um ICP OES. Nesses experimentos
foram empregadas determinadas linhas de emissdao do espectro eletromagnético

e solucdes analiticas contendo os elementos Ba, Mg e Ni com a finalidade de
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verificar a resolucdo espectral, eficiéncias de ionizagdo e de excitagdo
(robustez), estabilidade e limite de detec¢do apresentados pelo espectrometro em
avaliacdo. A escolha das linhas de emissdo e elementos utilizados no
procedimento de diagndstico foi detalhadamente discutida pelos autores em
diferentes trabalhos (MERMET, 1991; POUSSEL et al., 1993; MERMET e
POUSSEL, 1995) e pode ser resumidamente observada na TABELA 2.1.

TABELA 2.1 — Resumo do procedimento recomendado por MERMET para
diagnodstico de um ICP OES.

Elemento  Figura de mérito Teste Caracteristica da escolha
do elemento
Ba Resolugao UV Perfil da linha Ba  Regido do espectro
II 233 nm eletromagnético onde se
Resolugao VIS Perfil da linha Ba localizam a maioria das linhas de
IT 455 nm emissoes uteis
Mg Eficiéncia de Razdo de Energias de excitacdo (Ecx) das
ionizag¢do/excitagdo  intensidade das duas linhas sdo semelhantes (4,42
(robustez) linhas Mg II 280 e 4,34 eV, respectivamente*)
nm /Mg I 285 nm
Estabilidade = por dpr do sinal da A soma das energias de ionizacdo
curto periodo linha Mg I 285 nm  (Eion) © Eexc € igual a 12,0 eV
(n=15) (elementos cuja soma 11<
Estabilidade por dpr do sinal da EcxctEion <13 eV, sdo suscetiveis
longo periodo linha Mg I 285 nm  a alteragdes na transferéncia de
(2 horas) energia do plasma)
Ni Sensibilidade LOD para a linha Representa o comportamento da
Nill 231 nm maioria das linhas i6nicas
Qualquer Warm-up time dpr do sinal Intensidade de emissdao superior
elemento analitico em funcao ao sinal de fundo

do tempo

*QOs valores das energias de excitagdo das linhas Mg II e Mg I ndo levam em consideragdo os
potenciais de ionizagdo e de atomizacdo, respectivamente.
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Utilizando esse procedimento, diferentes equipamentos podem ser
avaliados e comparados no que se refere ao desempenho analitico. A partir dos
resultados obtidos pode ser feita uma classificagdo por notas entre 1 e 5, que
representam as caracteristicas do sistema: 1) necessita melhoramento; 2)
satisfatoria; 3) bom; 4) 6timo e 5) excelentes figuras de mérito (MERMET &
POUSSEL, 1995).

Baseado nessa estratégia foram executados experimentos que visavam
avaliar o desempenho de dois espectrometros de emissdo Otica com plasma
induzido com configuragdo radial e axial, respectivamente. Essa avaliacdo
critica foi executada tendo em vista a obtencao de subsidios para o entendimento
de potenciais interferéncias que poderiam surgir quando da execu¢do das
determinagdes multielementares propostas. Adicionalmente também foi avaliado
o efeito da concentracdo de composto organico sobre a sensibilidade da
determina¢do em cada configuracdo em estudo. Foram determinados os limites
de detec¢dao (LOD) e as concentragdes equivalentes ao sinal de fundo (BEC)

para diferentes teores de compostos organicos residuais (RCC).

2.2. Leite bovino — Avaliacao das intera¢cdoes metal-proteina

A amostra de leite pode ser definida como um fluido bioldgico que
contém todos os nutrientes necessarios ao crescimento e desenvolvimento de
recém nascidos. Todos os tipos de leite sio compostos por proteinas especificas,
gorduras designadas para serem prontamente digeriveis, minerais, vitaminas e
outros componentes que possuem papel importante no metabolismo animal
(NEVILLE et al., 1995). A biossintese do leite ocorre na glandula mamaria sob
controle hormonal. Muitos dos constituintes sao sintetizados nas células
secretoras, porém alguns sdo agregados ao leite diretamente a partir do sangue e
do epitélio glandular. Estima-se que o leite possua em torno de 100.000

constituintes distintos, embora a maioria deles ndo tenha ainda sido identificada
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(SILVA, 1997). A composicdo genérica e aproximada do leite bovino ¢

apresentada na TABELA 2.1.

TABELA 2.2 — Composi¢ao média do leite bovino (SILVA, 1997).

Teor (g kg'l) Variacao (g kg'l)

Agua 873 855 — 887
Lactose 46 38 -53
Gordura 39 24 -55
Proteinas 32,5 23-44
Substancias minerais 6,5 5,3-8,0
Acidos organicos 1,8 1,3-2,2
Outros 1,4

Todos os componentes do leite encontram-se dissolvidos, dispersos ou
emulsionados em agua, formando um complexo equilibrio em solucdo. A
compartimentalizagdo do leite influencia a absor¢do mineral pelo trato
gastrointestinal. Diversos procedimentos empregando métodos para digestdo,
extragdo ou solubilizagdo foram propostos para determinagdo do teor total das
espécies 1inorganicas presentes nas amostras de leite (BASSON & VAN
STADEN, 1979; CAMPILLO et al, 1998; NOBREGA et al, 1997, LA
FUENTE et al, 1997, LAMEIRAS et al., 1998; RIVERO et al, 2000).
Entretanto, para aumento do conhecimento da atividade fisiologica dos minerais
presentes no leite, a determinagdo do teor total ndo ¢ suficiente (NEGRETTI DE
BRATTER et al., 1995; MICHALKE & SCHRAMEL, 1998; BRATTER et al.,
1998). O estabelecimento das distintas interacdes quimicas entre o0s
componentes do leite deve ser considerado (NEVILLE et al., 1995).

Espécies idnicas monovalentes como Na', K e Cl estdo presentes no leite
principalmente na forma ndo complexada. Outras espécies, como Ca®’, Mg,
Zn*", Fe’*, fons carbonatos, citratos e fosfatos, estdo distribuidas entre os

compartimentos estruturais do leite em uma forma altamente especifica, gerando
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um complexo equilibrio quimico (NEVILLE et al, 1995). O estudo da
distribuicdo 16nica nos compartimentos estruturais do leite normalmente ¢
acompanhado pela utilizacdo de métodos baseados em processos de separagao
fisica, como ultracentrifugagdo ou didlise empregando agentes quelantes
apropriados (NEVILLE et al,, 1995; ZHANG & ALLEN, 1995; ROIG et al,
1999). O uso de extracao em fase solida para estudos de especiagao em amostras
de leite também tem sido reportado (ABOLLINO et al., 1998). Utilizando-se
esses procedimentos, diferentes fragdes do leite podem ser isoladas e seu teor
mineral quantificado empregando técnica analitica apropriada.

Recentemente, um procedimento empregando hidrélise enzimética foi
proposto para extracdo de elementos menores e tracos em matrizes de origem
biologica (BERNEJO-BARRERA et al, 1999). Através da utilizagdo desse
procedimento foi possivel realizar a extracdo seletiva dos elementos associados
com as proteinas que eram hidrolizadas pelas enzimas proteoliticas. A maior
vantagem da hidrélise enzimatica como procedimento alternativo, ¢ a sua
seletividade (BERNEJO-BARRERA et al., 1999).

Entre os procedimentos que envolvem a determinagdo direta, podem ser
citados os trabalhos empregando reagentes alcalinos (bases organicas) ou
solucdo de aminas terciarias como meio para solubilizacdo das amostras de leite
(NOBREGA et al, 1997; SANTOS et al, 2003; RIBEIRO et al, 2003;
MARTINS et al., 2002). O preparo de suspensdes de amostras biologicas em
meio alcalino (hidréxido de tetrametilamdénio, TMAH) tem apresentado
caracteristicas atraentes como a minima manipulacio da amostra, o baixo
consumo de reagente ¢ a possibilidade de obtencdo de um meio relativamente
ndo agressivo aos atomizadores eletrotérmicos, tais como tubos de grafite
(MARTINS et al, 2002). Associada a espectrometria de emissdo Otica com
plasma induzido, o emprego de TMAH também tem demonstrado resultados
concordantes com processos de tratamento da amostra convencionais (RIBEIRO

et al, 2003). Solugdes a base de aminas tercidrias possibilitaram a
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implementagdo da nebulizacdo pneumadtica em técnicas espectroanaliticas como
ICP OES, minimizando entupimentos do tubo injetor da tocha de quartzo,
normalmente observados na introdugdo direta de amostras de leite ao plasma
(SANTOS et al., 2003). Perdas do analito por precipitagdo ou volatilizacao
também ndo foram observadas na utilizagdo desse reagente (NOBREGA et al.,
1997).

A caseina ¢ a principal proteina em leites de varias espécies. No leite
bovino, a caseina ocorre como um complexo coloidal de proteinas e sais,
principalmente sais de calcio. Quando o Ca coloidal é removido, as submicelas
oc-sl, «-s2, B e K-caseina sdo produzidas (FIGURA 2.6). Essas submicelas
possuem diferentes niumeros de ions fosfatos (CREAMER & MACGIBBON,
1996). O aglomerado das sub-unidades de caseina, fosfato de calcio e algumas
outras espécies ionicas na forma de micelas, conferem ao leite sua aparéncia
branca. As micelas de caseina sdo susceptiveis a a¢do da maioria das enzimas
proteoliticas (proteases) (OSTOA-SALOMA et al,1989). Suas ligacdes
peptidicas podem ser quebradas pela agao especifica de uma enzima proteolitica,
gerando como produtos cadeias de peptideos ou amino-acidos soliveis, em
funcao da extensao da hidrolise. Solu¢des acidas em condi¢des brandas também
podem produzir alteragdes na estrutura secunddria, terciaria ou quaternaria da
caseina. Porém deve-se ressaltar que as ligacdes covalentes do esqueleto da
cadeia polipeptidica ndo sdo clivadas. A maior conseqiiéncia visual desse efeito
estd no decréscimo da solubilidade da caseina (formagdo de precipitados)

(LEHNINGER, 1975).
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FIGURA 2.6 — Modelos propostos para a micela da caseina do leite
(CREAMER & MACGIBBON, 1996). (a) Modelo baseado no conceito de
submicelas independentes ligadas por fosfato de cdalcio e com «-caseina
orientada na superficie (b) Modelo baseado em um sistema dindmico de
moléculas de caseina interagindo com oclusdes de complexos de fosfato de

calcio.

Considerando os aspectos descritos nos paragrafos anteriores, o uso de
reagoes de hidrolise enzimdatica e de precipitagdo em meio acido foram
escolhidos para investigar a associagdo do Ca, Fe, Mg e Zn com as proteinas de
leite bovino. A enzima proteolitica empregada foi a pepsina (PEP), uma das
proteases encontrada em maior quantidade no estdbmago. Essa enzima
preferencialmente cliva ligacdes peptidicas que envolvem residuos de
aminoacidos aromaticos como metionina ou leucina, produzindo peptideos e
alguns aminodcidos livres (LEHNINGER, 1975). Dentre as enzimas, a pepsina
possui comportamento distinto devido a seu baixo ponto isoelétrico e baixo

valor de pH 6timo. O 4cido tricloroacético (TCA), por outro lado, ndo apresenta
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especificidade para quebra de ligacdes na proteina. Em solucdo, o anion
tricloroacetato (Cl3COQ") interage com os grupos positivos da proteina (R-
NH;"), produzindo um precipitado branco de proteinas desnaturadas. Levando
em consideracdo os distintos efeitos desses reagentes na proteina do leite bovino,
as interagoes entre Ca, Fe, Mg, Zn e os compostos protéicos foram investigadas,
monitorando-se o teor mineral na solucdo da amostra de leite apos tratamento

com os reagentes PEP e TCA.

2.3. Preparo automatizado da amostra — Sistema em Fluxo sob Altas

Temperatura e Pressao

A utilizacao de sistemas em fluxo possibilita a automacao do preparo da
amostra envolvido em uma analise quimica. Em procedimentos dessa natureza, a
solucdo da amostra ¢ inserida em um fluxo transportador (gas ou liquido) que a
direciona a uma bobina reacional, na qual ocorrem os processos de
decomposi¢ao ou extragdo, promovidos pela acdo de agentes oxidantes e de uma
fonte externa de energia (ARRUDA & SANTELLI, 1997 ¢ BURGUERA &
BURGUERA, 1998). Freqilientemente sdo empregados acidos minerais para
destruir a fragdo organica da amostra e disponibilizar o analito em solugao
(KINGSTON & HASWELL, 1997 e KRUG, 2000). Na literatura encontram-se
propostos trabalhos onde diferentes fontes de energia (ultravioleta,
infravermelho, microondas e ondas ultrassonicas) sdao utilizadas na estratégia
para preparo da amostra.

A regido ultravioleta do espectro foi descoberta em 1801 pelo fisico
alemao John Ritter durante o desenvolvimento de experimentos fotoquimicos
com cloreto de prata (DARWIN ON LINE, 2003 e BIBLIOTECA VIRTUAL,
2003). Na ocasido, foi observado que a velocidade da reacdo de escurecimento
do cloreto de prata apds exposi¢do a luz visivel violeta era superior a velocidade
observada na exposi¢ao as demais luzes visiveis. Concluiu-se entdo, que um tipo

de luz “quimicamente mais poderosa”, invisivel aos olhos humanos, devia
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situar-se além do extremo violeta do espectro eletromagnético (DARWIN ON
LINE, 2003). A radiagdo ultravioleta ¢ criada através dos mesmos processos que
geram a luz visivel, ou seja, pela transi¢ao de elétrons excitados que passam de
niveis orbitais mais energéticos para niveis menos energéticos (GOLIMOWSKI
& GOLIMOWSKA, 1996 e ACHTERBERG et al., 2001). Lampadas
fluorescentes de vapor de mercurio ¢ de arco elétrico geralmente originam
grandes quantidades de radiagdo ultravioleta durante as descargas elétricas.
Quando essas ldmpadas sdo usadas para fins puramente Oticos, a radia¢do
ultravioleta ¢ devidamente filtrada (DARWIN ON LINE, 2003). H4 muito
tempo a radiacdo UV vem sendo empregada no desenvolvimento de sistemas de
purificacdo de 4gua e na obtengdo de materiais e ambientes esterilizados
(GOLIMOWSKI & GOLIMOWSKA, 1996). A acdo da energia ultravioleta
sobre compostos organicos e inorganicos dissolvidos resulta na formacao de um
grande numero de espécies intermedidrias altamente reativas: radical hidroxila
("OH), peroéxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete ('O,), fon superdxido
(Oy), radical organoperoxido e elétron hidratado (ehq) (GOLIMOWSKI &
GOLIMOWSKA, 1996 e CAMPOS et al., 2001). Essas espécies podem se auto-
oxidar, assim como atuar sobre os demais compostos organicos presentes em
solucdo. Portanto, a exposicdo de uma solu¢do a uma fonte continua e intensa
de radiacdo ultravioleta, pode resultar em um atrativo processo de
fotodegradacdo da matéria organica (ACHTERBERG et al., 2001). A eficiéncia
e a velocidade do processo de foto-oxidagdo estdo diretamente relacionadas com
a quantidade de espécies reativas geradas. Freqiientemente, reagentes como
Ti10,, H,0, e K,S,05 sao empregados como catalisadores da reagdo fotoquimica,
facilitando o processo de oxida¢do da matéria organica da amostra (BENSON et
al,,1996; GOLIMOWSKI & GOLIMOWSKA, 1996; PEAT et al., 1997,
ACHTERBERG et al., 2001 e CAVICHIOLLI & GUTZ, 2002).

Diferentes autores tém empregado a radiagdo ultravioleta para o

desenvolvimento de procedimentos em fluxo para o tratamento
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automatizado/mecanizado de amostras de interesse ambiental (BENSON et
al.,1996; GOLIMOWSKI & GOLIMOWSKA, 1996; PEAT et al., 1997,
BRONK et al., 2000; ACHTERBERG et al., 2001; CAMPOS et al, 2001,
AMINOT & KEROUEL, 2001; CAVICHIOLLI & GUTZ, 2002) . Como
resultado, nos procedimentos propostos, se observa a reducdo do teor de
compostos organicos dissolvidos nas amostras e a disponibilizacdo do analito
para determinagdo. Através desses procedimentos, analitos como nitrogénio,
fosforo e cobre podem ser quantificados com adequadas precisao e exatiddo em
amostras de agua natural, em dgua de mar, em efluentes e em lixiviados de solo
(BENSON et al.,1996; GOLIMOWSKI & GOLIMOWSKA, 1996; PEAT et al.,
1997; BRONK et al., 2000; ACHTERBERG et al., 2001; AMINOT &
KEROUEL, 2001 e CAVICHIOLLI & GUTZ, 2002). Comparando-se a
oxida¢do fotoquimica da matéria organica com procedimentos convencionais de
decomposicdo acida por via umida, observa-se a diminui¢do no consumo de
reagentes, minimizando a contaminacdo da amostra analisada. Entretanto,
devido a baixa agressividade da condi¢do experimental promovida pelo processo
foto-oxidativo, decomposi¢des incompletas podem ser observadas para solugdes
com elevado teor de compostos organicos dissolvidos (ACHTERBERG et al.,
2001). Desse modo, a aplicagdo da radiagdo ultravioleta fica limitada ao
tratamento de amostras nas quais o teor de matéria organica nao ¢ tdo elevado
(aproximadamente 1,5 %) (CAVICHIOLLI & GUTZ, 2002). Adicionalmente,
deve ser citado que o tempo demandado pelos processos foto-oxidativo sao
relativamente longos (~ 24 h), o que se torna um fator inconveniente no
desenvolvimento de um procedimento analitico.

Ondas ultrassonicas e radiacdo infravermelha tém sido convenientemente
empregadas no preparo de amostras em batelada (NASCENTES et al., 2001;
KORN, 2003; GOUVEIA et al., 2000). Na literatura, as propostas que
empregam ondas mecanicas para automag¢ao do processo de preparo da amostra

em sua grande maioria envolvem técnicas de detec¢do que ndo sdo criticamente
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afetadas pelos compostos organicos residuais (YEBRA et al, 2004). A
utilizagdo da radiacdo IR para automacdo do preparo de amostras em sistemas
em fluxo se encontra limitada devido a dificuldade de acoplamento da fonte
energética a configuracao de sistemas em fluxo.

De maneira geral, o forno de microondas pode ser incorporado ao sistema
em fluxo de modo que a amostra possa ser coletada em frascos adequados para
sua subseqiiente analise (determinacao “off line”), ou conduzida diretamente ao
detector acoplado em linha com a unidade de decomposi¢do (determinacdo “on
line””) (FIGURA 2.7). Técnicas instrumentais que utilizam amostragem continua,
como por exemplo, espectrofotometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS)
ou espectrometria de emissdo Otica com plasma induzido (ICP OES),
apresentam-se  prontamente adequadas para o desenvolvimento dos
procedimentos descritos na literatura (BURGUERA et al., 1986; BURGUERA
et al.,, 1998; CARBONELL et al., 1990; HASWELL & BARCLAY, 1992; DE
LA GUARDIA, 1993; PICHLER et al,1999; FILI et al., 2003). Sistemas de
decomposi¢ao em fluxo acoplados a técnicas analiticas que utilizam amostragem
discreta também foram propostos (ARRUDA et al., 1997; BURGUERA J.L &
BURGUERA M., 1998). O ponto chave desses trabalhos encontra-se na correta
sincronizagdo entre as etapas de preparo da amostra e da determinagdo analitica.
Além do acoplamento da unidade de decomposi¢do a detectores de emissao
Otica ou de absor¢do atdomica, o desenvolvimento de procedimentos de
decomposicdo em fluxo com determinagdo em linha utilizando
espectrofotometros de absor¢do molecular também tém sido realizado com
sucesso (PEREIRA FILHO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2000).



Revisdo Bibliogrdfica 25

Forno MW
A r==---"- 1 Off-line

l——
oo}

On-line
(FAAS, ICP OES,
ICP-MS, etc)

FIGURA 2.7 — Acoplamento do forno de microondas a sistemas em fluxo para
preparo automatizado/mecanizado de amostras. A, amostra; F, fluxo

transportador; B, bobina de digestao.

Um dos trabalhos pioneiros na area de automacao do preparo da amostra
utilizando energia das microondas (MW) como fonte de aquecimento, foi
proposto por BURGUERA et al. (1986). Nesse trabalho, foi avaliada a
decomposicdo de amostras de sangue em um sistema em fluxo de zonas
coalescentes simétrico, para determinacdo de cobre, ferro e zinco. Aliquotas da
amostra de sangue “in natura” e de uma solucdo de 4cidos diluidos eram
simultaneamente inseridas na configuracdo proposta através de um injetor
comutador. Amostra e solu¢do acida coalesciam em um ponto de confluéncia
previamente a bobina de digestdo, que estava localizada no interior da cavidade
de um forno de microondas doméstico, na qual incidia uma poténcia de 700 W.
A passagem da zona de amostra pela bobina de digestdo, durante
aproximadamente 1 min, promoveu a mineralizagdo da matéria organica
presente na amostra, que ao sair do reator podia ser diretamente nebulizada em
FAAS para determina¢do dos elementos de interesse. Com esse procedimento,
os autores minimizaram o tempo normalmente requerido para o preparo da
amostra, bem como evitaram o emprego de acidos concentrados no processo de

decomposicao. Entretanto, devido a esse ultimo fator, a utilizagdo do
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procedimento proposto ficou limitada a amostras que ndo necessitavam de
condi¢des extremas de pressdo/temperatura e concentracdo acida para sua
decomposicao.

Para resolver essa limitagdo, os mesmos autores propuseram um sistema
semi-automatizado para decomposicdo de amostras de figado e rim humanos
(BURGUERA et al., 1988). Nesse sistema, seis amostras eram simultaneamente
decompostas ap6és adigdo manual de 1,0 g da amostra e 10 mL de 4cido nitrico
10 mol L™ em seis tubos de vidro posicionados em um frasco vedado localizado
no interior da cavidade de um forno de microondas doméstico. Esse frasco
vedado, por sua vez, estava conectado a uma trompa d’agua responsavel pela
remoc¢ao dos vapores acidos formados durante a incidéncia das microondas (8
min, 200 W). Decorrida a decomposi¢ao acida, um sistema de valvulas coletava
seqliencialmente aliquotas do digerido presente em cada tubo de vidro e as
direcionava individualmente ao FAAS para a determinacdo de zinco ou cadmio.
Resultados concordantes aos teores certificados foram obtidos para os materiais
de referéncia figado bovino e tecido de ostra, decompostos através do
procedimento proposto. Como inconveniente, 0 presente sistema apresentava a
necessidade da adi¢gdo manual da amostra e do reagente oxidante apos o término
do tratamento das seis amostras presentes na cavidade do forno de microondas.

Para agilizacao do processo de amostragem na decomposicao de amostras
solidas empregando sistemas em fluxo, trabalhos posteriores passaram a utilizar
a introdu¢ao da amostra na forma de suspensio (CARBONELL et al., 1990;
HASWELL & BARCLAY, 1992; DE LA GUARDIA et al., 1993; ARRUDA et
al., 1997; PEREIRA FILHO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2000). Considerando o aumento da complexidade da amostra a ser
decomposta, para tornar possivel a implementacdo da mineralizagdo em fluxo,
tornou-se necessario o emprego de solucdo acida concentrada associada a
sistemas nos quais era utilizada longa bobina de digestdo ou etapa de parada de

fluxos no interior da cavidade do forno de microondas. A utilizacao de solucoes
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acidas concentradas gera como inconveniente uma excessiva pressao de vapor
na bobina digestora. Isso ocorre devido aos produtos gasosos da decomposicao
da matéria organica presente na amostra. Para eliminar esse problema,
reguladores de pressio (HASWELL & BARCLAY, 1992), fluxo transportador
gasoso (PEREIRA FILHO et al., 1998), valvulas de escape (OLIVEIRA ef al.,
1998; OLIVEIRA et al., 2000) e dispositivos de separagdo gas-liquido
associados a banhos de resfriamento (CARBONELL et al, 1990; DE LA
GUARDIA et al, 1993; ARRUDA et al, 1997), tém sido incorporados a
configuracdo dos sistemas propostos, possibilitando a adequada desgaseificacdao
do fluxo que contém a amostra, ¢ desse modo, a operacionalizagdo da
decomposicao acida em sistemas que operam a pressao ambiente.

Na maioria dos trabalhos, acido nitrico tem sido empregado como agente
oxidante devido ao seu alto grau de pureza e pequena interferéncia na maioria
das técnicas instrumentais de medida (KRUG, 2000). Investigagdes conduzidas
por WURFLES et al. (1989a e 1989b), comprovaram que efetiva oxidagdo da
matriz orgénica pelo dcido nitrico € atingida utilizando-se frascos pressurizados
e temperaturas superiores a 200°C. A partir dessa argumentagdo, pode-se
observar que a eficiéncia da decomposicao em sistemas em fluxo que utilizam a
energia das microondas ¢ limitada. Isso se deve ao fato da impossibilidade do
emprego de condicdes extremas de temperatura e de pressdo devido as baixas
resisténcias térmica e mecanica apresentada pelo material que ¢ utilizado para
confeccionar as bobinas de decomposi¢do. Normalmente sdo utilizados
polimeros transparentes a energia das microondas que possuem baixa resisténcia
quando elevados valores de temperatura e pressao sao utilizados.

PICHLER et al, (1999) propuseram uma alternativa para superar a
limitagdo mecanica do polimero utilizado para confeccionar a bobina de
decomposicdo. No sistema proposto, a bobina digestora encontrava-se no
interior de um frasco pressurizado a 35 atm, que estava posicionado na dire¢ao

de um guia de ondas. Desse modo, observava-se um equilibrio de pressdo entre
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as paredes interior e exterior do polimero, durante a incidéncia da energia das
microondas, evitando dessa forma o rompimento da bobina digestora pela
evolugdo dos gases produzidos na oxida¢ao da matéria organica. Utilizando esse
arranjo, os autores puderam realizar decomposicoes de diferentes compostos
orgénicos a 250°C e 35 atm, com eficiéncia superior a 75 %.

GRABER & BERNDT (1999), também investigaram a decomposi¢do em
fluxo sob altas temperatura e pressdo. Um sistema derivado do nebulizador
hidraulico de alta eficiéncia e de alta temperatura HT-HHPN (BERNDT &
YANEZ, 1996) foi utilizado pelos autores. Nesse sistema uma bomba de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foi utilizada para transportar,
sob alta pressdo, suspensdes da amostra através de um capilar aquecido
resistivamente ¢ de um restritor posicionado no final do percurso analitico.
Devido a elevada pressao imposta pelo restritor, o aquecimento da solucao 4cida
acima da temperatura de ebulicdo observada para pressdo ambiente, nao
provocou a formagao de vapores dentro do capilar, sendo observado somente
uma fase liquida. Os autores testaram diferentes materiais para confec¢ao da
bobina digestora, através do qual puderam comprovar o melhor desempenho
para liga metalica composta por Pt/Ir. As potencialidades da aplicagdo desse
procedimento as amostras organicas de diferentes naturezas foram descritas por
GRABER & BERNDT (1999). Como principal vantagem dessa configuracao,
podem ser destacadas a auséncia das limitagcdes decorrentes da utilizagdo de
materiais transparentes a energia das microondas. Nesse sistema, o aquecimento
¢ realizado de forma resistiva, possibilitando a utilizacdo de ligas metalicas que
possuem resisténcia mecanica superior aquela apresentada por materiais
poliméricos. A reatividade quimica da liga em meio acido, assim como sua
pureza, sdo os fatores que devem ser considerados na escolha do material para
confecgdo da bobina digestora. Empregando esse método, os autores efetuaram
decomposi¢des em fluxo em condi¢des de temperatura e de pressdo de 360°C e

296 atm, respectivamente, obtendo uma eficiéncia de decomposicdo proxima a
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100 %. Em trabalho posterior foi proposta a digestdo on-line acoplada ao ICP
OES como técnica analitica (JACOB & BERNDT, 2002). Nesse trabalho foi
utilizada a nebulizacdo ultrassonica para remover os vapores gerados na
decomposicao da matéria organica, que poderiam extinguir o plasma.

Levando em consideracdo a discussdo apresentada at¢é o momento, foi
investigado o desempenho de um sistema em fluxo que opera sob altas
temperatura e pressdo para decomposicdo de amostras de sucos de frutas. Nos
experimentos realizados foi avaliada a possibilidade de empregar capilar
metdlico de aco inoxiddvel como material alternativo a liga de Pt/Ir, em
dimenso fisica inferior a proposta original d¢ GRABER & BERNDT (1999). A
eficiéncia do sistema foi testada avaliando-se os teores de carbono residual apos
processamento de solugdes preparadas a partir de diferentes fontes de carbono e
das amostras diluidas em diferentes propor¢cdes no meio oxidante. Os efeitos
sobre a eficiéncia de decomposicao decorrentes da natureza e concentragdo do
reagente oxidante utilizado foram avaliados. A eficiéncia do sistema em fluxo
para decomposi¢ao de suspensdes de amostras de tecido vegetal, preparadas em
meio acido também foi investigada. Previamente ao preparo dessas suspensoes,
foi implementada moagem criogénica do material vegetal com a finalidade de
reduzir o tamanho de particula da amostra. Experimentos visando investigar a
segregacdo dos constituintes inorganicos no material pulverizado também foram

executados.
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3. Parte Experimental

3.1. Espectrometria de Emissio Otica com Plasma Induzido — Figuras de

Meérito

3.1.1. Instrumentacgdo

Todas as determina¢des multiclementares realizadas neste trabalho foram
executadas empregando dois espectrometros de emissdo 6tica simultdneos com
configuragdes axial e radial, VISTA PRO Axial e Radial (Varian, Mulgrave,
Australia). Os sistemas investigados estavam equipados com um detector de
estado solido do tipo CCD que permitia leituras no intervalo de comprimento de
onda compreendido entre 167 e 785 nm. Nesse detector, aproximadamente
70.000 pixels encontravam-se arranjados de forma a promover completa
cobertura das linhas de emissao compreendidas na faixa espectral citada. Dessa
forma, aproximadamente 96 % das linhas de emissdo analiticamente Uteis
poderiam ser monitoradas através dos sistemas avaliados (KNOWLES, 2004). O
detector empregado e sua montagem na camera Peltier podem ser observados na

FIGURA 3.8.

(a) (b)
FIGURA 3.8 — Detector de estado solido CCD empregado nos ICP OES

avaliados. (a) arranjo bidimensional do CCD; (b) montagem do detector na

camara Peltier.
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Ambos equipamentos possuiam o sistema pré-otico purgado com argdnio
a uma vazdo de 0,2 L min”', para possibilitar leituras abaixo de 190 nm.. O
monocromador com montagem Littrow/Echelle de ambos equipamentos estava
termostatizado a ~ 35°C e purgado com argdénio (FIGURA 3.9). O sistema axial
empregou uma interface “End-on-gas” para eliminar a regido mais fria do
plasma, enquanto no sistema radial um dispositivo sob a forma de um bocal foi
utilizado para purgar com Ar o ambiente ao redor do plasma (FIGURA 3.10). O
mesmo sistema de introdu¢do da amostra (nebulizador concéntrico do tipo K e
camara ciclonica) foi empregado em ambos equipamentos para que pudessem
ser obtidos resultados compardveis. Entretanto, o diametro interno do tubo
injetor da tocha empregada no equipamento axial era de 2,3 mm, enquanto a
tocha do equipamento radial apresentava tubo injetor com d.i. de 1,4 mm. A
altura de observagdo usada na configuracdo radial foi ajustada de modo a se
alcancar a maior razdo sinal/fundo (SBR) para a maioria dos elementos
avaliados. A zona de observagdo na configuracdo axial foi automaticamente
selecionada pelo software de controle do equipamento usando como parametro
de monitoramento da intensidade de emissao para o comprimento de onda Mn 11
257,610 nm. A descrigao detalhada de ambos espectrometros e os parametros
operacionais empregados sao listados nas TABELAS 3.3 e 3.4, respectivamente.
Todas os sinais de emissdo foram integrados usando a tecnologia “automated
adaptative integration time”, que se encontra implementada nos equipamentos
Varian VISTA PRO. Nessa forma de aquisicdo dos dados ¢ considerada a
intensidade de emissdo do comprimento de onda para o correto estabelecimento
do tempo de integracdo. Todas as medidas foram realizadas empregando 2

“pixels” para cada comprimento de onda.
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FIGURA 3.9 — Representacdo esquematica do monocromador com montagem

Littrow/Echelle utilizado nos ICP OES investigados.

(b)
FIGURA 3.10 — Interfaces plasma/monocromador dos ICP OES investigados.

(a) Configuragao axial; (b) Configuragao radial.
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TABELA 3.3 — Caracteristicas dos ICP OES VISTA PRO Radial e Axial.

Caracteristica

VISTA PRO Axial e Radial

Gerador de radiofreqiiéncia
Sistema otico

Monocromador

Densidade de ranhuras da grade
Plano focal

Fenda de entrada

Sistema de introdug¢do da amostra
Nebulizador

Camara de nebulizagdo

Detector

Diametro interno do tubo

injetor da tocha

40 MHz, Free running

Grade Echelle + prisma dispersdo cruzada de CaF,

95 ranhuras mm’’

400 mm

Altura = 29 pm e comprimento =51 um

Concéntrico do tipo K

Ciclonica de simples passo

CCD refrigerado a -35°C por sistema Peltier

~ 70.000 pixels arranjados de forma nao linear

intervalo espectral de leitura ~ 167-785 nm

2,3 mm (axial) e 1,4 mm (radial)

TABELA 3.4 — Parametros operacionais utilizados nos ICP OES avaliados.

Pardametro operacional

Poténcia RF (kW)
Vazio do gas do plasma (L min™)

Vazio do gas auxiliar (L min™")

Amostra (mL min™)
Altura de observacgao (mm)*

Linhas de emissdo (nm)

Vazdo do gas de nebulizagao (L min™)

Al1396,152
Ar1404,442
Ar1404,597
As 1 188,980
Ba Il 230,424
Ba Il 455,403

1,2

15

1,5

0,8

0,8

13
Call 317,937
Cd 11 226,502
Co 11 228,619
Cr11267,716
Cu 324,760

Fe II 238,204

Mg 11 280,264
Mg 1 285,208
Mn 11 257,610
Ni I 231,604
Se 1196,026
Zn 11 206,204

*Somente para configuragdo radial; I e II- linhas de emissdo atomica e i0nica, respectivamente.
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Digestdo 4cida assistida por radiacdo microondas dos materiais de
referéncia certificados foi realizada empregando um forno do tipo cavidade
(ETHOS 1600, Milestone, Sorisole, Italia) (FIGURA 3.11), equipado com 10
frascos fechados de teflon PFA® (perfluoralcoxi) que possuia um mecanismo
calibrado para alivio de pressao e re-vedacdo (pressdo maxima de operagdo de
110 atm). Os frascos ficavam posicionados sobre um rotor que realizava
movimentos alternados no interior da cavidade do forno de MW, durante a
execugdo do programa de aquecimento. Antes do uso, todos os frascos de PFA"
foram desmineralizados em banho HNO; 10 % v v! e lavados com agua
desionizada. A poténcia aplicada durante execugdo do programa de aquecimento
foi controlada monitorando-se a temperatura em um Unico frasco através de um

sensor de fibra otica.

i s b
L

(2) (b)

FIGURA 3.11 — (a) Forno de microondas Milestone ETHOS 1600; (b) Arranjo

dos frascos de digestao no rotor do forno de cavidade.

3.1.2. Solucoes
Solugdo multielementar contendo 5,0 mg L' de Ba e Mg, ¢ 10 mg L™ de
Ni em meio de HNO; 0,14 mol L™ foi utilizada para avaliar as figuras de mérito

warm-up time, estabilidade por longo e curto periodo, robustez, resolucao
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espectral e limite de detec¢ao (LOD) para Ni II 231 nm, apresentadas por cada
configuracdo. Para avaliar o efeito de matriz na sensibilidade e seletividade
foram empregadas: solucdo contendo 10 mg L™ de Ni em meio de 1000 mg L™
de Cr e solucdes multiclementares contendo 20 mg L' de Al, As, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Se e Zn na presenca de 10, 100, 1000 ou 10.000 mg L'cC
sob forma de uréia, respectivamente. Todas as solu¢des analiticas foram
preparadas a partir de dilui¢des de solugdes estoque contendo 1.000 ou 5.000
mg L' de cada elemento (Spex Sample Preparation, Metuchen, NJ, EUA)
utilizando 4gua destilada e desionizada em sistema de purificagio Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, EUA) e HNO; destilado abaixo do ponto de ebuli¢ao
(Milestone, Sorisole, Itdlia) como solventes. Uréia (CH4N,O, Reagen, Brasil) foi
empregada como fonte de carbono para investigacdo dos efeitos do carbono
residual sobre a sensibilidade (GOUVEIA et al., 2001).

A curva analitica: Branco analitico — HNO; 0,14 mol L™ Solucao de
referéncia 1 — 2,00 mg L' Cu, Fe, Mn e Zn + 20,0 mg L™ Mg + 50,0 mg L' Ca;
e Solucio de referéncia 2 — 4,00 mg L' Cu, Fe, Mn e Zn + 40,0 mg L' Mg +

100 mg L' Ca, foi empregada para determinar a precisdo e exatiddo das medidas

executadas em ambas as configuracdes axial e radial.

3.1.3 Procedimento
Os testes executados para diagnostico foram baseados em experimentos
proposto por MERMET (1991), POUSSEL et al. (1993) ¢ MERMET &

POUSSEL (1995). Esses experimentos sao resumidamente apresentados na

TABELA 3.5.
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TABELA 3.5 — Resumo do procedimento de diagndstico empregado para

avalia¢ao dos ICP OES axial e radial.

Figura de mérito

Parametro

Resolucdo espectral na regido do UV
Resolucdo espectral na regido do VIS
Robustez

Estabilidade em curto periodo

Estabilidade em longo periodo

Sensibilidade

Tempo de “warm-up”

Perfil da linha de emissdo Ba II 230 nm

Perfil da linha de emissdo Ba II 455 nm

Razao Mg I1 280 nm/Mg I 285 nm

dpr para sinal de emissdo da linha Mg I 285 nm (n
=15)

dpr para sinal de emissdo da linha Mg I 285 nm (n
=8;t=2h)

LOD para a linha de emissao Ni II 231 nm

drp para os sinais de emissdo para Ar, Ba e Mg

A concentragdo equivalente ao sinal de fundo (BEC) e o limite de

deteccdo (LOD) foram calculados conforme sugerido pela IUPAC (1978) e

THOMSEN et al. (2000):

BEC = C,/SBR

SBR = (Isr - Ibco)/Ibco

LOD = (3 x BEC x dpr)/100

Onde : C,, — concentracdo da solugdo de referéncia multielementar (20 mg

L'l); SBR — razao sinal fundo; I, e I, — intensidade de emissao para solugdo de

referéncia multielementar e solugdo do branco (HNO; 0,14 mol L™,

respectivamente, ¢ dpr — desvio padrao relativo de 10 medidas da solugdo do

branco.

3.1.4. Preparo da amostra

Massas de 250 mg de dois materiais de referéncia certificados, NIST

1577b — Bovine Liver, e NIST 1515 — Apple Leaves (National Institute of

Techonology, Gaithersburg, MD), foram digeridas empregando 2 mL de HNO;

concentrado e destilado abaixo do ponto de ebuli¢do, e 1 mL de H,O, 30 %
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vv'. Os digeridos foram diluidos conforme concentracio da curva analitica
descrita na Secdo 3.1.2. O programa de aquecimento implementado esta

mostrado na TABELA 3.6.

TABELA 3.6 — Programa de aquecimento empregado para realizar as digestoes
acidas assistidas por microondas dos materiais de referéncia certificados em

sistema pressurizado.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) T (°C)
1 2,0 250 100
2 2,0 0 100
3 5,0 250 120
4 4,5 400 180
5 4,5 650 220
6 5,0 0 -

*Etapa de ventilagdo.

3.2. Leite bovino — Avaliacdo das interacdes metal-proteina

3.2.1. Instrumentacgdo

O espectrometro de emissdo Otica com configuragdo axial descrito na
Secdo 3.1.1 foi empregado para realizacdo das medidas de Ca, Fe, Mg e Zn nas
diferentes solug¢des resultantes da amostra de leite. Cabe ressaltar que para
execugdo das determinacdes propostas, tornou-se necessario trocar o sistema de
introducao da amostra composto por camara ciclonica e nebulizador concéntrico,
devido a inerente baixa tolerdncia desse sistema a presenca de materiais
particulados na amostra. Dessa forma, visando evitar entupimento do
nebulizador, e por conseqiiéncia constantes paradas para limpeza do sistema de
introducdo da amostra, optou-se por utilizar o nebulizador com ranhura em V
(“V-Groove”) e camara de nebulizagdo Sturman Master (FIGURA 3.12). As

condigdes operacionais empregadas podem ser visualizadas na TABELA 3.7.
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(a)

(b)
FIGURA 3.12 — (a) Nebulizador com ranhura em V (V-Groove). 1 — Amostra e

2 — Gas de nebulizagdo; (b) Camara de nebulizacdo Sturman Masters. 1 — Tubo

de transferéncia da amostra; 2 — Suporte da camara; 3 — Nebulizador V-Groove,

e 4 - Dreno.

TABELA 3.7 — Parametros operacionais empregados no ICP OES axial para

determinagdo de Ca, Fe, Mg e Zn.

Parametro operacional

Poténcia RF (kW)

Vazio do gas do plasma (L min™)
Vazio do gas auxiliar (L min™")

Vazio do gas de nebulizagio (L min™)
Amostra (mL min™)

Camara de nebulizagao

Nebulizador

Linhas de emiss@o (nm)

1,1

15

1,5

0,8

0,8

Sturman Masters
V-Groove

Call 315,882
Fe II 238,204
Mg 1 285,208
Zn 11 206,204
Y 11 371,029

I e II- linhas de emissdo atdmica e idnica, respectivamente
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As digestdes acidas das amostras de leite e do material de referéncia
certificado (NIST 8435 — Whole Milk Powder), assistidas por radiacdo
microondas, também foram executadas empregando o forno Milestone ETHOS
1600, descrito na Secao 3.1.1. O programa de aquecimento implementado ¢

mostrado na TABELA 3.10.

TABELA 3.8 — Programa de aquecimento empregado para realizar as digestoes

acidas assistidas por microondas em sistema pressurizado das amostras de leite.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) T (°C)
1 1,0 250 100
2 1,0 0 100
3 3,0 250 120
4 5,0 400 180
5 5,0 600 220
6 5,0 0 -

*Etapa de ventilacao.

Ultracentrifuga refrigerada (Beckman J2-21, EUA), equipada com rotor
para 8 frascos foi utilizada para separar os precipitados de proteina desnaturada
gerados nos tratamentos por precipitagdo dacida e hidrolise enzimatica.
Temperatura de 10°C foi empregada durante as centrifugagdes de modo a evitar
que o aquecimento do rotor pudesse afetar os resultados analiticos. Banho
termostatizado (FANEN, Brasil) também foi empregado no procedimento de

hidrolise enzimatica.

3.2.2. Solugoes

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas empregando reagentes de
grau analitico e 4gua desionizada purificada em sistema Milli-Q® como solvente
(resistividade 18 MQ cm). Trés procedimentos (precipitacdo acida, hidrolise
enzimatica e digestdo 4cida assistida por radiagdo MW) foram empregados para

investigar as interagdes quimicas dos elementos Ca, Fe, Mg e Zn com as
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proteinas do leite bovino. Nos procedimentos que envolviam a precipitagcdo
acida e a hidrolise enzimatica, foram empregadas solucdo de acido
tricloroacético (TCA) 100 g L (Nuclear, Brasil) e solu¢do de pepsina (PEP)
(Nuclear, Brasil) 50 g L, respectivamente. A solugdo enzimatica foi preparada
em meio de HNO; 0,01 mol L. Para o procedimento de hidrolise enzimatica,
foi também avaliado o efeito da enzima proteolitica papaina sobre as amostras
de leite. Uma mistura contendo 2 mL de HNO; concentrado e destilado abaixo
do ponto de ebuli¢cdo, e 1 mL de H,O, 30 % v V'l, foi empregada como solucao
oxidante na digestao assistida por MW.

Para os testes de adi¢do e recuperagao de Ca, Fe, Mg e Zn no meio dos
reagentes em estudo foram preparadas as solugdes: 1) 5,00 mg L' Ca e Mg +
0,500 mg L™ Fe e Zn em meio de TCA 100 g L'; 2) 20,0 mg L' Ca e Mg + 2,00
mg L Fe e Zn em meio de TCA 100 g L'; 3) 5,00 mg L' Ca ¢ Mg + 0,500
mg L' Fe e Zn em meio de PEP 50 g L''; 4) 20,0 mg L™ Ca e Mg + 2,00 mg L™
Fe e Zn em meio de PEP 50 g L. Todas as solu¢des acima continham 1,00 mg
L' Y como padrio interno.

A curva analitica utilizada fo1 preparada apos diluicdo adequada de
solugdes estoque contendo 1.000 mg L' de cada elemento (Spex Sample
Preparation, Metuchen, NJ, EUA) em meio de HNO; 0,14 mol L': Branco
analitico — HNO; 0,14 mol L™'; Solugo de referéncia 1 — 10,0 mg L™ Ca e Mg +

1,00 mg L' Fe ¢ Zn; e Solucdo de referéncia 2 — 20,0 mg L™ Ca e Mg + 2,00 mg

L' Fe e Zn. As amostras foram diluidas de acordo com esse intervalo de
concentracao. Previamente as leituras no ICP OES, o elemento Y foi adicionado
como padrao interno as solu¢des preparadas e as amostras em concentracao final

iguala 1,00 mg L™ Y.

3.2.3. Tratamento das amostras de leite

Os trés procedimentos empregados para avaliar a fragdo de Ca, Fe, Mg ¢
Zn ligada a proteina do leite bovino sdo resumidos no esquema apresentado na

FIGURA 3.13.
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FIGURA 3.13 — Esquema para os procedimentos empregados para avaliar as

do leite bovino.
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3.2.4 Amostras de leite

As amostras de leite integral UHT e de leite suplementado com Fe UHT

foram adquiridas no mercado local. Todas as amostras de leite in natura foram
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coletadas a partir de vacas no estagio final de lactagdo em um sistema intensivo
de producdo de leite (Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos SP). Para que fosse
eliminada qualquer influéncia do processo de armazenamento nos resultados
analiticos, o leite in natura coletado foi analisado imediatamente apoOs sua
coleta. De acordo com informacgdes constantes no rotulo do produto, a amostra
de leite enriquecida com Fe UHT continha um teor de 15 mg L' Fe sob a forma
de um amino-quelato. Cabe ressaltar que o material de referéncia certificado
NIST 8455 — Whole Milk Powder, ndo foi reconstituido previamente a digestao
acida assistida por MW.

3.3. Preparo automatizado da amostra — Sistema em Fluxo sob Altas

Temperatura e Pressao

3.3.1. Instrumentacado

O sistema desenvolvido para decomposi¢do de amostras em fluxo sob
altas temperatura e pressao empregou uma bomba de HPLC (ProStar LC System
210, Varian, EUA) equipada com um cabegote feito de PEEK (poli-éter-éter-
cetona) e modulo de pressao 4000 psi (~ 270 atm) para impulsionar as solugdes
através do capilar restritor. Para inje¢ao das solu¢des no diagrama em estudo foi
empregada uma valvula de 6 vias confeccionada com PEEK (Rheodyne 9725,
EUA) e equipada com al¢a de amostragem de 500 pL. Todas as conexdes foram
feitas empregando-se capilares PEEK (d.i. 500 pm e de. 1,6 mm,
respectivamente) e conectores de ago inoxidavel (1,6 mm — 1,6 mm) resistentes
a alta pressdo. Para promover o aumento da pressao no sistema em fluxo foram
empregados capilares de silica fundida de 45 e de 30 cm de comprimento com
d.i. de 75 ou 50 um, e capilar de PEEK com 30 cm de comprimento ¢ 250 um de
didmetro interno. Os capilares de silica fundida foram conectados a saida do
sistema em fluxo conforme observado na FIGURA 3.14. Para o capilar de PEEK
ndo houve necessidade de adaptacao adicional pelo fato do didmetro externo

desse capilar coincidir com o didmetro interno do conector de aco inoxidavel.
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A bobina digestora consistiu de um capilar de aco inoxidével de 45 cm de
comprimento com d.i. 500 um e d.e. 1,6 mm, o que proporcionava um volume
aproximado de 90 pL. O sistema de aquecimento empregou um transformador
com tensdes de saidas de 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10 V. A diferenga de potencial
necessaria para atingir a temperatura desejada era dependente da tensdo de
entrada do transformador, regulada através de um controlador de tensdo. Sua
aplicacdo no sistema em desenvolvimento foi conduzida através de uma
resisténcia de Fe/Cu enrolada em um tubo de alumina que envolvia a bobina
digestora ou conectando diretamente os terminais do transformador na superficie
do tubo de aco inoxidavel. Em ambos os casos o conjunto formado pela bobina
digestora, pelo tubo de alumina e pela resisténcia elétrica, se encontrava isolado
termicamente por um revestimento de 12 de vidro, sendo a temperatura
monitorada na superficie do capilar de ago inoxidavel utilizando um termo-par
tipo K. Nesse processo de medicao foi assumido que a temperatura na regiao
central do tubo de aco inoxidavel representaria um valor médio para as
temperaturas observadas na entrada e na saida da bobina digestora.

Para avaliar a eficiéncia da decomposi¢do em fluxo foi monitorado o teor
de carbono residual (RCC) nas solugdes processadas no sistema em
desenvolvimento. O procedimento de determinagdao empregado baseou-se no
estudo desenvolvido por GOUVEIA et al. (2001). As condigdes operacionais
empregadas no ICP OES com configuragdo radial utilizado para determinacao
de RCC sao apresentadas na TABELA 3.9. Cabe ressaltar que as solugdes dos
digeridos obtidos foram desgaseificadas empregando aquecimento em banho
com temperatura controlada a 100°C por aproximadamente 20 min previamente

a determinacdo de RCC.
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Capilar de teflon
(0.d. 1,6 mm; i.d. 385 um)

Conector de ago inox
(1,6 — 1,6 mm)

Capilar de ago inox Capilar de silica fundida
(0.d. 385 pm; i.d. 50 pm)

FIGURA 3.14 — Representagdao esquematica da conexao do capilar restritor de

silica fundida a saida do sistema em fluxo.

TABELA 3.9 — Condigdes operacionais empregadas no ICP OES com

configuracdo radial para a determinagdo do teor de RCC nos digeridos obtidos.

Pardmetro operacional

Poténcia RF (kW) 1,0
Vazio do gas do plasma (L min™) 15
Vazio do gas auxiliar (L min™") 1,5
Vazio do gas de nebulizago (L min™) 0,9
Amostra (mL min™) 0,8
Altura de observagao (mm) 8
Camara de nebulizagdo Ciclonica simples passo
Nebulizador Concéntrico tipo K
Linhas de emissao (nm) C1193,025

C 11 247,857

Y 11371,022

I e II- linhas de emissdo atdmica e idnica, respectivamente.

As amostras de tecido vegetal avaliadas foram moidas empregando um
moinho criogénico Spex CertiPrep 6750 (Metuchen, EUA) operando a
temperatura do nitrogénio liquido (-200 °C) (FIGURA 3.15). No processo de
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moagem, a amostra (~ 1,5 g) foi colocada em frascos de policarbonato fechados
com dois conectores de aco inoxidavel, e imersa no banho de nitrogénio liquido
do moinho. Apos o término da etapa de pré-resfriamento, 0 movimento em alta
freqiiéncia de uma barra de impacto de ago inoxidavel, localizado no interior do
frasco de policarbonato, proporcionou a pulverizagdo da amostra. Etapa de pré-
resfriamento de 3 min e tempo de moagem 2 min foram empregados no
programa avaliado. Trés ciclos de moagem, intercalados com uma etapa de
recongelamento de 1 min, foram implementados no programa utilizado. Os

parametros usados no programa de moagem sao listados na TABELA 3.10.

P

b

FIGURA 3.15 — Moinho criogénico e frascos de moagem empregados para

pulverizagao das amostras de tecido vegetal.

TABELA 3.10 — Programa de moagem utilizado.

Etapa Numero de ciclos Tempo (min)
Pré-resfriamento 1 3
Moagem 3 2
Recongelamento 2 1

Para verificar o efeito de tamanho de particula no perfil de distribuicao
dos constituintes inorganicos nas amostras de folhas de planta moidas

criogenicamente, o material pulverizado foi fracionado em um conjunto de
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peneiras poliméricas dispostas em ordem decrescente de tamanho de malha: 74,
47 e 37 um. Cada fracdo individual da amostra foi coletada e analisada
separadamente. Os elementos determinados assim como o0s parametros
operacionais empregados para o ICP OES Axial sdao descritos na TABELA 3.11.

O forno de microondas com frasco pressurizado e programa de
aquecimento descritos na Secdo 3.1.1, foram empregados para decomposicao
das amostras de sucos de frutas e dos tecidos vegetais pulverizados
criogenicamente. Para decomposi¢cdo de 250 mg da amostra de tecido vegetal
foram empregados 2 mL de HNOj; concentrado e 1 mL de H,O, 30 % v vi A
mesma mistura oxidante foi utilizada para decompor 2,5 mL dos sucos de frutas
avaliados. Para determina¢do multielementar dos digeridos de sucos de frutas

foram empregadas as condi¢des operacionais descritas na TABELA 3.12.

TABELA 3.11 — Condigdes operacionais empregadas no ICP OES axial para
determinagdo de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn nas amostras de tecido

vegetal moidas criogenicamente.

Pardametro operacional

Poténcia RF (kW) 1,1

Vazio do gas do plasma (L min™) 15

Vazdo do gas auxiliar (L min™") 1,5

Vazio do gas de nebulizagio (L min™) 0,7

Amostra (mL min™) 0,8

Céamara de nebulizagao Ciclonica simples passo

Nebulizador Concéntrico tipo K

Linhas de emiss@o (nm) Al1396,152 Mg 11 280,270
Ca II 396,847 Mn 11 257,610
Cul324,754 P1213,618
Fe 11 238,204 Zn 11 206,204
K1766,491

I e II- linhas de emissdo atdmica e idnica, respectivamente.
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TABELA 3.12 — Condig¢des operacionais empregadas no ICP OES radial para
determinag¢do de Ca, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn nas amostras de sucos

de frutas digeridas em sistema de MW e através do sistema em fluxo avaliado.

Pardametro operacional

Poténcia RF (Kw) 1,1

Vazio do gas do plasma (L min™) 15

Vazio do gas auxiliar (L min™") 1,5

Vazdo do gas de nebulizagao (L min™) 0,8

Amostra (mL min™) 0,8

Altura de observacao (mm) 10

Camara de nebulizagdo Ciclonica simples passo

Nebulizador Concéntrico tipo K

Linhas de emissao (nm) Call 317,937 Mg 11 280,270
Cul324,760 Mn 11 257,610
Crl1l 267,716 Nal 589,592
Fe 11 238,204 Ni II 231,604
K 1766,491 Zn 11 206,204

I e II- linhas de emissdo atdmica e idnica, respectivamente.

3.3.2. Solugoes

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas empregando reagentes de
grau analitico e 4gua desionizada purificada em sistema Milli-Q® como solvente
(18 MQ cm). Solugdes contendo 1,0 % m v de C em meio de HNO; 0,014;
0,14 ou 1,4 mol L' foram preparadas a partir da diluicdo de solucdes estoque
5,0% m v' C em H,0O. Os compostos organicos avaliados sdo apresentados na
TABELA 3.15. O emprego de peroxido de hidrogénio 3 % v v'', como agente
oxidante auxiliar também foi investigado.

Para avaliar a eficiéncia de desgaseificagdo dos digeridos, foram
preparadas solucdes com CO, dissolvido a partir do seu borbulhamento em

solugdo acida a uma vazdo de 7,5 L min" durante 20 s. Esse procedimento foi



Parte Experimental

49

repetido somando um total de 5 replicatas para duas concentracdes acidas 0,14 ¢

1,4 mol L' de HNO;. Essas solucdes foram expostas a acdo de ondas

ultrassonicas e aquecidas em banho com temperatura controlada a 100°C.

Posteriormente, monitorou-se a intensidade de emissao das solugdes resultantes

sendo os valores observados comparados com os valores obtidos para a solucao

original que nao sofreu nenhum processo de desgaseificagao.

TABELA 3.13 — Compostos organicos utilizados na avaliagdo da eficiéncia de

decomposicao do sistema em fluxo.

Composto orgdnico

Formula molecular

Formula estrutural

Acido citrico

Glicose

Sacarose

Tris(hidroximetil)aminometano

Uréia

C%}{ﬂ37

CeH 1206

Ci2H2014

C4H11NO3

CH4N203

COOH

HO—C—COOH

COOH

CH,OH

OH

OH

CH,OH
CH,OH
(0] 20
OH

O CH,0H
OH OH

NH,

HOH,C— C—CH,OH
CH,OH

H,N,
c=o0
/
H,N

Para quantificacao dos teores de Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn nas

amostras de tecido vegetal pulverizadas criogenicamente, preparou-se curva

analitica a partir de diluicdo de solugdes estoque individuais contendo 1.000
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mgL"' de cada metal (Spex Samplepreparation, Metuchen, EUA): Branco
analitico — HNO; 0,14 mol L'l; Solugdo de referéncia 1: 2,00 mg L Al, Cu, Fe,
Mn e Zn + 20,0 mg L'Cae Mg; Solugdo de referéncia 2 — 4,00 mg L' AL Cu,
Fe, Mn e Zn + 40,0 mg L' Ca e Mg. Para determinagio dos teores de RCC

foram preparadas solugdes analiticas contendo 100, 400 ¢ 1.000 mg L™ de C,
sob a forma de uréia.

Na quantificacdo dos teores de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn
nos digeridos de suco obtidos através da utilizacdo de forno de MW e pelo
processamento no sistema em fluxo em desenvolvimento, foi preparada curva
analitica a partir de diluicdo de solugdes estoque individuais contendo 1.000
mg L' de cada metal (Spex Sample Preparation, Metuchen, EUA): Branco
analitico — HNO; 0,14 mol L™'; Solucdo de referéncia 1: 1,25 mg L' Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni e Zn + 2,50 mg L' Ca, K, Mg e Na; Solucdo de referéncia 2: 2,50 mg L!
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn + 5,00 mg L! Ca, K, Mg e Na; Solugdo de referéncia 3:
5,00 mg L! Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn + 10,0 mg L! Ca, K, Mg ¢ Na.

As suspensOes das amostras de tecido vegetal foram preparadas apos
pesagem de massa igual a 500 mg da amostra, e transferéncia dessa para frasco
volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com solu¢ao composta por

HNO; 1,4 mol L' + H,0, 3,0 % v v'.

3.3.3. Amostras de sucos de frutas e tecido vegetal

Para avaliacdo da eficiéncia do sistema frente a amostras reais, foi testada
a decomposicao de sucos de frutas comerciais (uva, laranja e abacaxi). Essas
amostras foram diluidas nas misturas oxidantes nas propor¢des 0,5:10; 1:10 e
5:10 v v, previamente a introducio no sistema de digestio em fluxo. O teor
RCC dos digeridos obtidos foi comparado a concentracdo de carbono original
das respectivas solugdes diluidas. A composi¢ao rotulada das amostras avaliadas

esta descrita na TABELA 3.14.
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TABELA 3.14 — Descri¢ao dos sucos de frutas avaliados conforme rétulos dos

produtos.
Amostra Descricio

Suco de abacaxi Mistura de sucos de mac¢a, maracujd, abacaxi, laranja e
uva, agua, aroma sintético de abacaxi, acidulantes,
regulador de acidez, estabilizantes, corantes artificiais e
vitaminas C, B¢ € B4

Suco de laranja Concentrado de laranja, agucar, acido citrico antioxidante
vitamina C

Suco de uva Concentrado de uva, aglcar, acido citrico antioxidante
vitamina C

As amostras de tecido vegetal (folhas de laranja, de café, de goiaba e de
amora) foram coletadas no pomar da Fazenda Canchim (S3o Carlos, Brasil).
Previamente a moagem, cabe ressaltar que todas as amostras foram lavadas com
agua destilada e desionizada, para remocao do material particulado depositado

sobre as folhas, e secas em uma estufa operando a 65 °C durante 24 h.

3.3.4. Diagrama de fluxo do sistema investigado

No sistema em fluxo representado esquematicamente na FIGURA 3.16,
pode ser observado que apds a insercdo da amostra (500 puL) no fluxo
transportador C (H,O — 0,20 mL min™), essa foi aquecida na bobina digestora de
aco inoxidavel e posteriormente resfriada em um capilar de 15 cm (d.i. 500 pm e
d.e.1,6 mm), imerso em um banho de agua, previamente a sua saida através do
capilar restritor de silica fundida de 50 pm de d.i e 30 cm de comprimento. Na
configuracdo avaliada foi empregada uma bobina digestora que possui um
volume total de aproximadamente 90 uL. O tempo de residéncia da amostra no
sistema ¢ diretamente dependente desse volume e da vazdo utilizada no fluxo
transportador. Considerando a vazdo empregada para o fluxo transportador,

estima-se um tempo de residéncia de aproximadamente 3 min. As condigdes
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operacionais empregadas para realizar a decomposi¢ao de 500 uL da amostra de
suco foram 300 °C e 60 atm, sob uma vazao de fluxo transportador igual a 0,20
mL min™. Apés o término das digestdes, procedimento de limpeza com agua
desionizada foi implementado para evitar redugdo na vida util dos componentes
do sistema em fluxo (véalvula de amostragem, tubulacdes metélicas e
conectores),. Detalhes da montagem do sistema podem ser visualizados na

FIGURA 3.17.
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FIGURA 3.16 — Diagrama do sistema em fluxo para decomposi¢do de amostras

sob altas temperatura e pressdao. A, amostra; C, fluxo transportador (H,O — 0,20

mL min™) ¢ L, alca de amostragem (500 pL).
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FIGURA 3.17 — (a) Sistema em fluxo para decomposi¢do de amostras organicas
sob altas temperatura e pressdao; (b) Valvula de amostragem; (c¢) Bobina

digestora e capilares de resfriamento e restritor.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacao das figuras de mérito de ICP OES com configuracoes axial e

radial

Todas as medidas foram realizadas observando os parametros
instrumentais descritos na TABELA 3.6 da Se¢ao 3.1.1. O desempenho dos ICP
OES com configuragdes axial e radial foi avaliado empregando uma seqiiéncia
de experimentos simples propostos por MERMET & POUSSEL (1995) As
linhas de emissdes Ar [ 404,442 e¢ 404,597 nm, Ba II 230,424 nm e¢ Mg II
280,264 nm foram empregadas para avaliacdo do tempo de “warm-up”. A
intensidade relativa observada para ambos equipamentos pode ser observada na
FIGURA 4.18.

Para o ICP OES com configuragdo axial foi observada uma variagdo
significativa no sinal de emissdo de todas as linhas analisadas durante os 5 min
iniciais do experimento. Provavelmente o processo de transferéncia de energia
do gerador de radiofreqiiéncia para o plasma, e conseqiientemente para os
analitos, necessitou de um maior tempo de estabilizagdo devido a menor
eficiéncia de acoplamento relatada para essa configuracdo. Como pode ser
observado através da FIGURA 4.18, a medida que a intensidade de emissao das
linhas Ar I decresciam, o comportamento oposto era observado para as linhas Ba
IT e Mg II. Esse fato ndo foi observado para a configuragdo radial, no qual as
intensidades de emissdo se mantiveram praticamente constantes ao longo de
todo experimento (~ 90 min). Considerando os dados da FIGURA 4.18 podemos
assumir que o tempo de “warm-up” para as configuragdes axial e radial foram
20 e 10 min, respectivamente. Esses valores foram estabelecidos considerando

variagdes inferiores a 5 % para os sinais de emissao.
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FIGURA 4.18. Intensidade de emissdo relativa observada para os ICP OES com
configuragdo axial e radial. (a) Configura¢do axial; (b) Configuragdo radial.

Valores monitorados a partir da igni¢ao do plasma.
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A estabilidade em curto periodo foi determinada realizando 15 leituras
consecutivas do sinal de emissdo para Mg I 285,208 nm. Os resultados desse
experimento mostraram dpr de 0,7 e 0,6 % para as configuragdes axial e radial,
respectivamente. Monitorando-se o sinal de emissdo dessa linha durante um
periodo de 2 h (n = 8, isto ¢, medidas em intervalos de 15 min), os valores de dpr
dos arranjos axial e radial para 8 medidas realizadas em intervalos de 15 min
foram de 1,5 e 1,4 %, respectivamente.

A razao Mg II/Mg I € um critério pratico para avaliar a robustez do
plasma e desempenho analitico da determinac¢ao por ICP OES. O termo robustez
foi proposto para representar a eficiéncia de transferéncia de energia e resposta
do plasma a mudangas nas condi¢des de atomizacdo e excitacdo decorrentes da
alteracdo na composicao quimica de uma solugao aspirada (MERMET, 1991).
Esse experimento foi realizado fixando-se o valor da poténcia do sistema de
radiofreqiiéncia em 1,3 kW para ambos equipamentos. Em seguida, a vazao do
gas de nebulizacdo foi alterada univariadamente de modo a alcangar as maiores
razdoes para Mg II/Mg 1. As vazdes de nebulizacio empregadas para as
configuragdes axial e radial foram 0,90 e¢ 0,70 L min”, respectivamente. Os
valores obtidos foram multiplicados pelo fator de 1,8, levando-se em conta que a
Otica e o sistema de deteccdo das configuracdes avaliadas empregavam detector
de estado s6lido CCD que apresentam diferentes efici€éncias quanticas em fungao
da regido do detector. A investigacdo desse fator havia sido previamente
executada em trabalho publicado por DENNAUD et al. (2001), onde os autores
também utilizaram o ICP OES VISTA PRO. Valores entre 1,5 ¢ 1,8 foram
relatados pelos autores. Como esperado, os resultados mostraram maior razao
Mg II/Mg I para a configuragao radial (TABELA 4.15). As razdes Mg [I/Mg |
observadas foram superiores a 10, indicando que ambos ICP OES estavam
operando sob condi¢des robustas. Nesse ponto da discussdo, deve-se ressaltar
que a operacao do equipamento sob condi¢des robustas leva a minimizacao de

efeitos de matriz observados, porém pode reduzir a sensibilidade da
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determinagdo e ao intervalo linear dindmico de resposta (IVALDI & TYSON,
1995).

TABELA 4.15 — Intensidade de emissao e razdo Mg II/Mg I observada para os

ICP OES com configuracdes axial e radial.

Configuracio Mg 1285 (cs™) Mg I1 280 (c s) Mg I/ Mg I*
Axial 151.075 890.419 10,6
Radial 2.643 20.139 13,7

*Valor multiplicado por 1,8 conforme sugerido por DENNAUD et al. (2001)

Valores semelhantes foram observados para a resolugdo espectral de
ambos monocromadores Littrow/Echelle avaliados. Como pode ser observado
através dos perfis de emissdo das linhas Ba II 230,424 ¢ 405,423 nm
apresentados na FIGURAS 4.19 e 4.20, os valores de resolucdo espectral nas
regioes do UV e VIS para os ICP OES com configuracao axial e radial foram de
8 ¢ 30 pm, ¢ 9 e 32 pm, respectivamente. Deve-se mencionar que as linhas para
Ba selecionadas estdo posicionadas no centro do plano referente as ordens de

difracao do detector CCD, regido caracterizada por melhor resolucdo espectral.
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FIGURA 4.19 — Perfis dos sinais de emissao das linhas Ba II 230,424 e 405,423
nm obtidos no ICP OES com configuracdo axial. (a) Resolucdo espectral na

regido UV; (b) Resolugao espectral na regiao do VIS.
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FIGURA 4.20 — Perfis dos sinais de emissao das linhas Ba II 230,424 e 405,423

nm obtidos no ICP OES com configuracdo radial. (a) Resolucdo espectral na
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(b)

regido UV; (b) Resolugao espectral na regido do VIS.

Os valores de limite de detec¢do (LOD) para cada configuracdo foram

avaliados empregando a linha de emissdao Ni II 231,208 nm. A concentragao



Resultados e Discussdo 62

equivalente ao sinal de fundo (BEC) foi considerada para o calculo dos LOD’s
(THOMSEN et al., 2000). O efeito de matriz na sensibilidade foi avaliado
determinando-se os valores de LOD nos meios de HNO; 0,14 mol L™ e solucao

contendo 1000 mg L' de Cr. Os resultados sdo apresentados na TABELA 4.16.

TABELA 4.16. Limites de deteccdo (LOD) e concentragdo equivalente ao sinal
de fundo (BEC) para a linha de emissdo Ni II 231,608 nm em meio de HNO;

0,14 mol L e em 1,000 mg L' de Cr nas configuragdes axial e radial

Axial Radial
BEC (ugL’) LOD(ugL”)  BEC(ugL”)  LOD(ugL?)
HNO3 0,14 mol 1’ 11 0,23 301 3,8
1000 mg I"' Cr 4 0,31 741 7,6

Os limites de detec¢do apresentados pela configuragdo axial foram em
média 20 vezes inferiores aos encontrados para a configura¢do radial. Esses
dados estdo de acordo com a discussdo feita por BRENNER & ZANDER
(2000), na qual sao apresentados valores de ganhos em sensibilidade que variam
de 2 a 20 vezes, empregando nebulizacdo pneumadtica convencional, quando a
configuragdo axial é comparada com a radial. O poder de detec¢ao de ambos
ICP OES nao foi significativamente afetado pela presenga de Cr em solucao.
Esses resultados indicam que a interface “end-on-gas”, utilizada na configuragao
axial para eliminar a zona de recombinagdo da regido mais fria do plasma atuou
eficientemente. Conjuntamente ao emprego da tocha com maior didmetro
interno do tubo injetor, a interface pode proporcionar menor interferéncia da
matriz no sistema axial quando comparado as interferéncias observadas para o
sistema radial, como demonstrado para determinagdo de Dy, Eu e Yb em fezes
de carneiro (GARCIA et al.,, 2001). Resultados obtidos para influéncia do
carbono em solucdo sobre a sensibilidade das medidas também confirmam essa

observagao (TABELAS 4.17 e 4.18).
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TABELA 4.17 — Valores de LOD e BEC para Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

Mg, Mn, Se e Zn em soluc¢des contendo diferentes teores de C para configuragao
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TABELA 4.18 — Valores de LOD e BEC para Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

Mg, Mn, Se e Zn em soluc¢des contendo diferentes teores de C para configuragao

radial. Concentracdo expressa em pg L.
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Alteragdes significativas nos valores de LOD e BEC nao foram
observadas para a configuracdo axial quando a concentracdo de carbono na
solucdo multielementar foi variada entre 10 ¢ 10.000 mg L. Em geral, os
desvios padrao relativos observados para os resultados foram inferiores a 15 %.
O adequado desempenho apresentado por essa configuracdo pode estar
associado a eficiéncia da interface “end-on-gas” para eliminar a regido do
plasma onde prevalecem os processos de recombinacdo. O incremento na
concentragdo de carbono poderia produzir emissdes nao especificas no plasma e
deteriorar a sensibilidade devido ao aumento da radiacao de fundo monitorada
(BEC). Dessa forma, era esperado que essa limitacdo fosse fortemente
pronunciada na configuragdo axial. Entretanto, esse indesejavel comportamento
nao foi observado para o intervalo de concentragao de carbono avaliado, quando
considerado o ICP OES com configuracio axial (TABELA 4.17).
Comportamento semelhante foi observado para configura¢do radial quando o
ICP OES estava sendo operado em condi¢des robustas (poténcia de 1,3 kW e
vazdo de nebulizagdo 0,7 L min™"). Nesse caso, a presenca de carbono na solugo
multielementar afetou somente os valores de BEC e LOD para Se [ 196,025 nm,
para os quais a maxima variagdo observada foi de aproximadamente 30 %,
quando considerado o intervalo de concentragdo de carbono investigado
(TABELA 4.18). Os resultados obtidos foram concordantes com o efeito da
matriz causado por compostos organicos residuais nas medidas de Se por ICP
OES previamente descrito por KNAPP et al. (1998). Também vale ressaltar que
a determinacdo de Se empregando a técnica de espectrometria de massas com
plasma induzido (ICP MS) também esta sujeita a interferéncias decorrentes de
compostos organicos residuais em solu¢ao (ALLAIN ef al., 1991; LARSEN &
STURUP, 1994). Analise de materiais de referéncia certificados (NIST 1577b —
Bovine Liver, e NIST 1515 — Apple Leaves) foi executada em ambos
equipamentos para determinar a precisdo e exatiddo das medidas. Os resultados

para essa analise podem ser observados na TABELA 4.19.
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TABELA 4.19 — Resultados para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn baseados na matéria

seca, usando os ICP OES com configuragdes axial e radial.
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Conforme observado na TABELA 4.19, as concentra¢des determinadas
para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn, estiveram em concordancia com os teores
certificados em um nivel de confianga de 95 % de acordo com teste estatistico z-
Student pareado aplicado. Os outros elementos, como Al, As, Cd, Co, Cr e Se,
nao foram quantificados devido aos teores presente nos digeridos estarem abaixo
do LOD, mesmo considerando a sensibilidade proporcionada pela configuracao

axial.

4.2. Leite bovino — Avaliacao das interacdes metal-proteina

4.2.1. Avaliag¢do dos parametros instrumentais e efeitos de matriz no ICP OES

Previamente a avaliagdo das condigdes operacionais do ICP OES com
configuragdo axial, conforme constatado em experimento descrito na Sec¢do 4.1,
jé era de conhecimento que condi¢des robustas seriam alcangadas caso 1,3 kW e
0,90 L min" fossem empregados para a poténcia da radiofreqiiéncia e para a
vazdo de nebulizagdo, respectivamente. Entretanto, optou-se por realizar as
leituras em condigdes operacionais diferentes a esses valores, tendo em vista o
critério sensibilidade. Dessa forma, para estabelecimento dos parametros
operacionais do ICP OES axial, descritos na TABELA 3.7 da Sec¢ao 3.2.1, foi
empregada solucao multielementar contendo 1,00 mg L' de Ca, Fe, Mg e Zn em
meio de HNO; 0,14 mol L ¢ o aplicativo de auto-otimiza¢do fornecido junto
com o software de controle do equipamento ICP Expert® v.4.0. Nesse aplicativo
a poténcia aplicada na radiofreqiiéncia e a vazdo do gas de nebuliza¢do foram
sistematicamente alterados de forma a se alcangar os maiores valores de SBR
para maioria dos comprimentos de onda utilizados. O intervalo considerado
nessa investigacao para poténcia da RF foi de 1,0 — 1,2 kW e para vazdo do gas
de nebulizacdo de 0,70 — 0,80 L min'. Através da superficie de resposta
construida automaticamente pelo equipamento, foi verificado que a melhor
sensibilidade, para a maioria dos elementos analisados, seria alcancada caso

fossem empregados os valores de poténcia de RF igual a 1,1 kW e do fluxo do
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gas de nebulizacdo igual a 0,80 L min' (FIGURA 4.21 e 4.22). Nessas
condi¢des, foram executados testes de adicdo e recuperacdo para todos os
analitos visando verificar possiveis efeitos dos reagentes em estudo, TCA 100 g

L' e PEP 50 g L', sobre o sinal analitico. Os resultados para esse experimento

estao resumidos na TABELA 4.20.

TABELA 4.20 — Recuperacio de Ca, Fe, Mg e Zn em solucio de PEP 50 g L' ¢

TCA 100 gL
Analito TCA PEP
Adicionado Recuperado % Adicionado Recuperado %
(mg L") (mg L") (mg L") (mg L")
Ca 5,00 5,00 100 5,00 4,50 90,0
20,0 20,2 101 20,0 17,9 89,2
Fe 0,500 0,465 93,0 0,500 0,451 90,3
1,00 0,980 98,0 1,00 0,920 92,0
Mg 5,00 4,85 97,0 5,00 4,58 91,5
20,0 19,6 98,0 20,0 18,5 92,5
Zn 0,500 0,495 99,0 0,500 0,459 91,8

1,00 1,00 100 1,00 0,901 90,1
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FIGURA 4.21 - Superficie de resposta para avaliacio das condig¢des
operacionais do ICP OES com configuracao axial. Razao sinal ruido para (a) Ca

e (b) Fe.
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FIGURA 4.22 - Superficie de resposta para avaliagdo das condicdes
operacionais do ICP OES com configuragdo axial. Razdo sinal ruido para (a) Mg
e (b) Zn.
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Os resultados apresentados na TABELA 4.20 demonstram que a
determinagdo por ICP OES em amostras de leite preparadas no meio dos
reagentes TCA e PEP poderia ser conduzida sem decréscimo da exatidao
analitica. O emprego de Y como padrdo interno compensou potenciais
interferéncias decorrentes do transporte das solucdes dos diferentes reagentes
avaliados (HNO; 0,14 mol L™, TCA 100 g L' ¢ PEP 50 g L") para o plasma. As
concentragdes recuperadas baseiam-se na emissdo dos padrdes de calibracao
preparados em meio de HNO; 0,14 mol L™, Dessa forma, através dos resultados
obtidos, pode-se concluir que somente uma curva analitica (preparada em meio
HNO; 0,14 mol L) seria necessaria para determinacdo dos teores de Ca, Fe, Mg
e Zn nas solugdes de amostra obtidas nos procedimentos de digestdo acida
assistida por MW, de precipitacao acida (TCA) e de hidrélise enzimatica (PEP).

Nesse ponto da discussdo, cabe comentar que a possibilidade de se
empregar a enzima papaina no processo de hidrolise enzimatica foi também
avaliada. Essa opg¢ao foi investigada tendo em vista que essa enzima poderia ser
obtida em farmécias de manipulacao, agregando dessa forma um custo inferior
ao procedimento de hidrolise enziméatica. Porém os teores de Ca, Fe, Mg e Zn
encontrados para a solu¢do do branco desse reagente inviabilizou o emprego
desse procedimento. Reagente de grau analitico para essa enzima também foi
testado. Entretanto esse material apresentou baixa solubilidade, ndo sendo

possivel a obtengao de uma solu¢ao enzimatica com concentragao adequada.

4.2.2. Andlise do leite bovino — Uso dos reagentes TCA e PEP para
determinagdo de Ca, Fe, Mg e Zn

Previamente a analise das amostras de leite in natura, leite intregral UHT,
e leite enriquecido com Fe UHT, foi avaliada a exatiddo e a precisdo da
determinacdo empregando material de referéncia certificado NIST 8435 —
Whole Milk Powder, digerido em sistema de microondas. Os resultados sdo

apresentados na TABELA 4.21
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.TABELA 4.21 — Teores de Ca, Fe, Mg e Zn baseados na matéria seca para
amostra de material de referéncia certificado NIST 8435 — Whole Milk Powder.

Elemento Valor determinado Valor Certificado
Ca(%mm") 0,968 + 0,040%* 0,922 + 0,049
Fe (mg kg™) 1,60 + 0,08 1,8+1,1

Mg (mg kg™) 798 + 20 814 + 76

Zn (mg kg™ 243+ 1,0 28,0 3,1

*Desvio padrao relativo baseado na amostra em triplicata (n = 3)

Conforme pode ser observado pelos dados da TABELA 4.21, os
resultados obtidos foram concordantes com os teores certificados. Apds isso, as
solucdes obtidas para as amostras de leite in natura e leite integral UHT foram
analisadas conforme procedimento descrito na FIGURA 3.13. Os teores de Ca,

Fe, Mg e Zn sdo apresentados na TABELA 4.22.
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TABELA 4.22 — Teores de Ca, Fe, Mg e Zn para as amostras de leite in natura
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A recuperagao quantitativa de Ca, Mg e Zn empregando os reagentes TCA
e PEP sugerem que esses elementos estdo presentes no leite bovino
preferencialmente ionizados em solu¢ao ou associados ao fosfato de calcio
coloidal, que ¢ responsavel pela estabilizagdo dos agregados de micelas de
caseina. Os reagentes TCA e PEP atuam sobre a micela de caseina do leite
bovino através de diferentes mecanismos. O precipitado produzido durante
tratamento das amostras de leite com o reagente TCA corresponde a precipitagdo
da caseina em seu ponto isoelétrico, ndo sendo promovidas clivagens das
ligacdes peptidicas da seqiiéncia de aminoacidos da micela de caseina. A enzima
PEP desestabiliza a micela de caseina através da quebra de ligagdes peptidicas
envolvendo residuos de aminodcidos aromaticos (LEHNINGER, 1975). Essa
modificagdo na estrutura primaria da caseina foi responsavel pela sua
solubilizacdo parcial em meio de PEP. Conseqiientemente, as espécies iOnicas
associadas com o fosfato de calcio coloidal da caseina podem ser liberadas para
solucdo apos o tratamento das amostras de leite com TCA ou PEP.

Para essas amostras, a determinagcdo de Fe nao foi possivel devido aos
baixos teores encontrados nos digeridos. Considerando a dilui¢do do preparo e o
teor na amostra original, a concentragdo final de Fe encontrava-se abaixo do
LOD apresentado pelo ICP OES. Para superar essa limitacdo, amostras de leite
suplementadas com Fe foram empregadas para investigar o comportamento
desse analito no complexo equilibrio formado entre os componentes do leite.
Recuperacdo de aproximadamente 100 % foi observada para Fe quando o
procedimento de hidrolise enzimatica foi implementado (TABELA 4.23). Esse
resultado sugere que a enzima PEP ¢ capaz de solubilizar o Fe presente no leite,
diferentemente do comportamento observado para o reagente TCA. Portanto, ¢
possivel inferir que o Fe ndo se encontra associado ao fosfato de calcio coloidal

da micela de caseina (GAUCHERON et al., 1997).
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TABELA 4.23 — Teores de Ca, Fe, Mg e Zn para a amostra de leite
suplementada com Fe preparada através dos procedimentos de precipitagdo

acida, hidrélise enzimatica e digestao assistida por MW.

Elemento Ca(g L) Fe (mg L Mg (mg L") Zn (mg L)
Hidrolise enzimatica 1,13 £0,05 13,5 +£0,6 108 £5 6,28 £ 0,30
Precipitagao acida 1,19+ 0,04 0,464 £0,027 103+ 6 7,10+ 0,30
Digestdo assistida por MW 1,15+ 0,05 13,8 +0,5 116 £5 7,20 +0,42

* Resultados baseados na média e desvio padrao da amostra em triplicata (n = 3).

O reagente TCA causa a precipitacdo do Fe e a liberacdo quantitativa dos
ions Ca, Mg e Zn. Para confirmar essa afirma¢do, o precipitado produzido a
partir da amostra de leite suplementado com Fe, foi digerido empregando o
programa de aquecimento descrito na Se¢do 3.2.1. O percentual de recuperacao
dos elementos presentes no precipitado produzido no tratamento com TCA, foi
determinado considerando-se a massa de 2,29 g de proteina desnaturada,
produzida a partir de 20 mL da amostra de leite enriquecido com Fe. A partir
dos teores de Ca, Fe, Mg e Zn, determinados para o digerido do precipitado, foi
estimada a concentracdo desses elementos na solugdao de leite, conforme

demonstrado a seguir para o elemento Ca:

0,472 g Ca 1000 g precipitado
X 2,29 g precipitado
x=1,08 x 10° g Ca

Estimativa em solug¢io = 1,08 x 10~ g Ca/20 mL de amostra = 0,054 g L' Ca
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TABELA 4.24 — Recuperagao dos elementos Ca, Fe, Mg e Zn no precipitado

obtido para o tratamento por precipita¢do dcida da amostra de leite enriquecida

com Fe.

Ca (g L Fe (mg L Mg (mg L) Zn (mg L)
Precipitado® 0,472 118 61,8 2,64
Estimativa em solugéob 0,0540 13,5 7,08 0,302
Concentragdo em solucdo 1,15 13,8 116 7,20
% Recuperacdo 4,7 98 6,1 472

"Concentragio baseada na matéria seca: Ca — g kg''; Fe, Mg e Zn — mg kg™. "Concentraciio estimada
considerando massa de precipitado igual a 2,29 g produzida a partir de 20 mL de leite.

Os teores encontrados revelaram que aproximadamente 98 % do Fe se
encontrava no precipitado produzido. Para os elementos Ca, Mg e Zn, a taxa de
recuperagdo apresentou-se proxima a 5 %. Vale ressaltar que previamente a
digestao do precipitado, esse havia sido lavado com agua desionizada e seco em
estufa a 60°C durante 24 h.

A forte afinidade do elemento Fe pela micela de caseina € atribuida aos
agrupamentos de residuos fosforilados da seqiiéncia de amino acidos dessa
proteina do leite (GAUCHERON et al., 1997). As distintas fragdes de caseina
possuem diferentes graus de fosforalizacdo. A enzima PEP quebra as ligacdes
peptidicas da proteina produzindo peptideos ou cadeias polipeptidicas nos quais
o Fe ainda se encontra associado ao residuo fosforilado. O teor total de Fe
recuperado com a enzima PEP sugere que este elemento se encontra associado
com os peptideos ou cadeias de peptideos produzidos na hidrélise enzimatica.

As concentragdes aproximadas apresentadas pelas amostras de leite in
natura, leite integral UHT e leite suplementado com Fe UHT, sugerem que o
tratamento térmico utilizado para preservagdo da amostra ou o processo de
fortificagdo do leite com Fe ndo afeta a distribuicdo mineral ao longo dos
diferentes compartimentos do leite, contrariamente ao observado para a

distribuicao de massas moleculares das proteinas (CONI et al., 1996).
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4.3. Preparo automatizado da amostra — Sistema em fluxo sob altas

temperatura e pressio

4.3.1. Avalia¢do da configuragao do sistema em fluxo

A avaliagdo do sistema em fluxo para decomposicao das amostras de
sucos de frutas sob altas temperatura e pressdo foi iniciada investigando-se as
condi¢gdes operacionais para aquecimento e pressurizagdo do sistema. Para
promover o aumento de pressdo em linha foram investigados trés capilares
restritores: 1) capilar PEEK (1 = 30 cm e d.i. = 250 um); 2) capilar de silica
fundida (1 =45 cm e 75 um d.i.), e 3) capilar de silica fundida (1 =45 cm e 50
um d.i.). Baseando-se na Lei de Hagen-Posseuille, proposta para descrever o
escoamento laminar de fluidos, sabia-se que a pressdo gerada seria diretamente
proporcional a vazao da solugdo transportadora e ao comprimento do capilar
restritor, ¢ inversamente proporcional ao didmetro interno do capilar restritor,
conforme observado através da expressao a seguir que correlaciona a vazao com

essas variaveis:

@ = (mr*/81) x (Ap/Ax)

Onde: @ — vazao; r — raio do capilar restritor; 1 - viscosidade da solugao;

Ap — pressao imposta e Ax — comprimento do capilar restritor.

O capilar restritor de PEEK proporcionou pressao inferior a 5 atm quando
a vazao do fluxo transportador se situava entre 0,50 ¢ 0,10 mL min”. Apesar
desse capilar apresentar-se como o mais adequado para o acoplamento no
sistema em fluxo, devido a seu diametro externo coincidir com o didmetro
interno da anilha do conector, sua utilizagao foi abandonada. Para se alcangar a
pressao de trabalho desejada com esse capilar (acima de 50 atm) seria necessario

empregar uma vazao do fluxo transportador superior ao intervalo em estudo, fato
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que reduziria significativamente o tempo de residéncia da amostra no sistema
em fluxo, comprometendo assim a eficiéncia de decomposicdo. As pressdes
obtidas para os capilares restritores de silica fundida (d.i. = 75 ou 50 um), no
intervalo de vazao do fluxo transportador 0,10 — 0,50 mL min’, podem ser

observadas na TABELA 4.25.

TABELA 4.25 — Pressao gerada em linha no sistema em fluxo em fung¢do do

diametro interno do capilar de silica fundida e da vazdo da solugdo

transportadora.
Vazdo da solugio Pressdo (atm)
transportadora (mL min™) di. =75 um d.i. =50 um
0,10 9 44
0,20 16 84
0,30 23 125
0,40 32 148
0,50 40 =¥

*Pressdo acima do valor de seguranga programado para o cabegote da bomba de HPLC (160 atm).

A partir dos resultados apresentados na TABELA 4.25, optou-se em
trabalhar com o capilar de silica fundida com d.i. = 50 um em fun¢do da maior
pressdo imposta ao sistema. Visando ndo sacrificar a eficiéncia da digestdo pelo
decréscimo do tempo de residéncia da amostra no sistema em fluxo, procurou-se
realizar todos os ensaios de decomposi¢do empregando vazdo para solugdo
transportadora inferior a 0,50 mL min™'. No sistema desenvolvido foi empregada
uma bobina digestora que possuia comprimento de 45 cm e d.i. 500 um. Com
essas dimensdes, era observado um volume interno de ~ 90 pL para a bobina
digestora, o que proporcionava para cada fracdo da amostra igual a esse volume,
um tempo de aquecimento de 54, 27 e 18 s, quando as vazdes de 0,10; 0,20 ¢
0,30 mL min" eram empregadas, respectivamente. Dessa forma, ao ser injetado

no percurso analitico do sistema em fluxo um volume de amostra igual a 500
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pul, era observado um tempo de residéncia de aproximadamente 150 s para
vazdo de 0,20 mL min™. Para esse intervalo de vazio também foi investigado o
efeito do comprimento do capilar restritor de silica fundida sobre a pressdao

imposta no sistema em fluxo (FIGURA 4.23).

160

120 A

80 A

Pressao (bar)

40 -

0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Vazao fluxo transportador (mL min'l)
# Capilar 30 cm W Capilar 50 cm

FIGURA 4.23 — Pressdo imposta ao sistema em fluxo em funcdo da vazdo da

solucao transportadora ¢ do comprimento do capilar restritor.

Apos a escolha do capilar restritor e do intervalo de vazdes que seriam
empregados, iniciou-se a avaliacdo do aquecimento resistivo do fluxo
transportador. Para isso, o capilar de aco inoxidavel foi inserido no interior de
um tubo de alumina no qual se encontrava enrolada uma resisténcia elétrica de
Fe/Cu. A diferenca de potencial foi aplicada ao sistema conectando-se os
terminais do transformador diretamente a superficie do capilar metalico ou
através da resisténcia que envolvia o tubo de alumina. Em ambos os casos o

fluxo transportador da amostra foi aquecido condutivamente. As FIGURAS 4.24
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e 4.25 demonstram a relagdo entre a temperatura observada e a diferenca de

potencial aplicada para as duas configuracdes de sistema avaliadas.
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FIGURA 4.24 — Perfil de temperatura em funcdo da diferenga de potencial.

Aplicagao direta da ddp sobre o capilar de ago inoxidavel.
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FIGURA 4.25 — Perfil de temperatura em funcao da diferenga de potencial.
Aplicacao da ddp sobre a resisténcia de Fe/Cu. Vazao da solugdo transportadora

=0,20 mL min™.

A aplicacdo direta da ddp ao capilar de ago inoxidavel gerou um
aquecimento do fluxo transportador a temperaturas compreendidas entre 80 e
350°C. Através do perfil apresentado na FIGURA 4.24, pode-se observar que o
valor de temperatura monitorado para o sistema ¢ dependente da vazdo da
solugdo transportadora. A medida que se aumenta a vazio da solucdo
transportadora, € por conseqiiéncia diminui o tempo de residéncia da amostra no
percurso analitico, € necessario aumentar a ddp aplicada ao capilar metalico para
se manter a mesma temperatura de trabalho. Além dessa observagdo, a FIGURA
4.24 apresenta uma variagdo ao redor de 10 % para todas as temperaturas
monitoradas. Isso ocorreu em funcdo do nao isolamento eletrostatico do
termopar que se encontrava acoplado ao centro do tubo capilar de ago
inoxidavel. Comparando-se as escalas de ddp dos graficos apresentados nas

FIGURAS 4.24 e 4.25, também ¢ possivel observar que maiores valores de
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voltagem deveriam ser aplicados para atingir a mesma temperatura quando a
utilizagdo da resisténcia de Fe/Cu foi considerada. Isso se deve a diferente
resistividade apresentada pelo capilar de ago inoxidavel e pela resisténcia de
Fe/Cu. Levando em consideragdao a instabilidade das medidas de temperatura
observada com a aplicacdo direta da ddp ao capilar metalico, optou-se por
trabalhar com a resisténcia de Fe/Cu, isolando eletrostaticamente o termopar
para que as medidas ndo sofressem influéncia da ddp aplicada ao sistema.

Nesse ponto da discussdo, cabe ressaltar que para a medicdo de
temperatura foi estabelecido que o valor monitorado no centro do capilar de ago
inoxidéavel representaria uma média das temperaturas de entrada e saida do fluxo
transportador na bobina digestora. Isso ocorreu em fungdo da inviabilidade do
monitoramento pontual do percurso compreendido pelos 45 cm da bobina
digestora. Além disso, foi constatada a importancia do resfriamento do fluxo
transportador apds passagem da zona de amostra pela bobina digestora. Quando
esse resfriamento nao se encontrava implementado, a medida que a temperatura
da bobina digestora era aumentada, observava-se a formagdo de vapores da
solucdao do fluxo transportador na saida do sistema, gerando assim um aerossol
térmico. Isso acarretava em uma reducdo da pressdo imposta ao sistema, que
estava sendo monitorada através do visor da bomba de HPLC. Esse
comportamento € justificado pela maior facilidade encontrada em transportar os
vapores da solu¢ao do fluxo transportador através do capilar restritor em relagao
ao liquido da mesma solugdo. Para resolver essa limitacdo foi empregado um
segundo capilar de aco inoxidavel imerso em um béquer contendo dgua. Esse
arranjo foi eficiente para promover a troca de calor entre o fluxo transportador e
o ambiente, tendo em vista a vazdo empregada (0,20 mL min™') e as dimensdes
do sistema, que conjuntamente proporcionavam rapida dissipacdo do calor
gerado. Ao longo de um periodo de 1-h de operacao do sistema em fluxo nao foi
observado aquecimento da dgua presente no béquer. Em funcdo dessa rapida

dissipacdo de calor inerente ao sistema desenvolvido, foi tomado o cuidado de se
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isolar termicamente a bobina digestora com um revestimento de 1a de vidro.
Dessa forma a temperatura manteve-se constante ao longo dos experimentos.
Inicialmente foram fixados como parametros de partida a vazao da solugdo
transportadora igual 0,20 mL min™, o que gerava pressdo no sistema igual a 60
atm, quando empregado capilar de silica fundida de 30 cm, e temperatura igual a

200°C.

4.3.2. Eficiéncia de decomposigdo

A avaliagdo da eficiéncia de decomposicao do sistema em fluxo (FIGURA
3.16) envolveu a determinagdo dos teores de RCC nos digeridos obtidos. Para
correta determinacdo desses valores desgaseificagdo dos digerido foi
implementado. Isso decorreu do fato do sistema em fluxo ser considerado um
sistema fechado, o que levava ao aumento da tendéncia dos gases gerados na
oxidacdo da matéria organica permanecerem dissolvidos no digerido. Para
execucdo dessa tarefa foram avaliados dois procedimentos: sonicagdo e
aquecimento do digerido em banho com temperatura controlada. Para isso,
foram preparadas solugdes acidas com CO, dissolvidio, sendo essas solugdes
posteriormente submetidas a sonicacdo e aquecimento em banho com
temperatura controlada a 100°C, para eliminagdo do gas dissolvido A solucao
original e as solugdes resultantes dos processos de desgaseificacdo avaliados
foram analisadas quanto aos teores de C, empregando um ICP OES com
configuragdo radial. A eficiéncia de cada processo pode ser visualizada nas

FIGURA 4.26 € 4.27.
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FIGURA 4.26 — Efeito do tempo de aquecimento a 100°C das solugdes acidas

com CO, dissolvido sobre as intensidades dos sinais de emissdao medidos para C.
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FIGURA 4.27 — Efeito do tempo de sonicagdo das solugdes acidas com CO,

dissolvido sobre as intensidades dos sinais de emissdo medidos para C.

Como pode ser observado na FIGURA 4.27, o processo de sonicagdo foi

relativamente ineficiente para desgaseificar a solugdao contendo CO, adsorvido.
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Dessa forma, para todas as decomposi¢des executadas posteriormente, foi
implementado o processo de desgaseificacdo baseado no aquecimento em banho
com temperatura controlada a 100°C.

Para confirmar a importancia da desgaseificagdo na determinacdo da
eficiéncia de decomposi¢do, foi também analisado o teor de RCC em um
digerido obtido apods processamento das solugdes contendo 5,0 % m v™' C, sob a
forma de uréia, preparadas em meio aquoso e em HNO; 1,4 mol L7,
respectivamente. Uréia foi escolhida como o primeiro composto organico a ser
empregado para avaliar o desempenho do sistema em fluxo, em funcdo desse
reagente possuir um unico dtomo de C e apresentar-se como um composto de
menor complexidade frente as demais fontes de carbono avaliadas. Caso o
sistema de decomposicao fosse ineficiente, o processamento de 500 uL dessas
solucdes através da configuragdo proposta e posterior coleta em um frasco
volumétrico de 5 mL, resultaria em uma solu¢ao com teor de carbono dissolvido
igual a 1.000 mg L. A diferenca em relagdo a esse valor indicaria a eficiéncia
de decomposicdo do sistema em fluxo em desenvolvimento. Os resultados
observados para esse experimento conduzido a 60 atm e 200 °C, sao
apresentados na TABELA 4.26. Para efeito comparativo, a analise foi executada

no digerido original e na solugao resultante do processo de desgaseificacao.

TABELA 4.26 — Teor de carbono residual para digeridos de uréia.

Meio reacional RCC (mg L’ )
Sem desgaseificacdo Com desgaseificacdo
H,O 1855+ 18 749 + 19
HNO; 1,4 mol L™ 1318 £35 350+7,5

Resultados baseados na amostra em triplicata (n = 3)

Através dos resultados apresentados na TABELA 4.26, pode-se inferir que
a eficiéncia de decomposicao do sistema em fluxo para uréia, quando empregado

0 HNO; 1,4 mol L™, apresentou-se ao redor de 97 %. Ligeira redugdo no teor de
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carbono dissolvido no digerido de uréia em meio aquoso também pode ser
observada. Esse fato veio confirmar a hipdtese inicial, de que a uréia seria um
composto organico de facil decomposi¢ao, pois somente o emprego de elevadas
temperatura e pressao (200 °C e 60 bar) foi suficiente para que fosse observada
reducdo de aproximadamente 25 % no teor de carbono em solug¢do. Os
resultados encontrados também confirmaram a necessidade do emprego da etapa
de desgaseificacdo, previamente a determinagao do teor de RCC. Os valores de
RCC observados para os digeridos em meio aquoso, ndo submetidos a
desgaseificagdo, apresentaram-se  superiores aos teores  esperados.
Provavelmente, isso se deveu a formacdo de CO, durante a decomposicao
parcial da uréia, que posteriormente ficou solubilizado no digerido. Esse CO,
dissolvido, comparativamente a uréia, apresentaria maior facilidade para
introducdo no plasma durante a nebulizacdo pneumadtica. Dessa forma seriam
encontradas distintas eficiéncias para a introdu¢do de compostos contendo C no
plasma quando comparada a nebulizagao dos digeridos (uréia + CO,) e dos
padrdes de calibracdo utilizados na determinagdo de RCC (uréia),. O mesmo
comportamento foi observado para os digeridos em meio de HNO; 1,4 mol L.
A distinta eficiéncia de introdug¢do dos compostos de C do digerido em
meio aquoso e dos obtidos em meio acido, foi também confirmada através do
monitoramento em linha da emissdo para C, durante o processamento das
solugoes de uréia contendo 0,20 % m v'! C em meio aquoso ¢ em HNOj; 1,4 mol
L' (FIGURA 4.28). Para isso, o capilar restritor foi conectado diretamente ao

nebulizador concéntrico do ICP OES.
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FIGURA 4.28 — Sinal de emissdao para linha C I 193,027 nm durante
processamento das solugdes contendo 0,20 % m v de C em meio aquoso e em

meio de HNO; 1,4 mol L™,

Apesar do plasma nao ser extinto pelos vapores gerados na decomposigao,
a implementagdo da digestdo e posterior analise em linha das amostras ndo seria
possivel de se realizar em face dos vapores gerados na decomposi¢dao poderem
interferir no processo de nebulizagdo pneumadtica. Os vapores deveriam ser
previamente removidos da solucdo transportadora empregando interface
adequada ou nebulizacdo ultrassonica, conforme descrito por JACOB &
BERNDT (2002). Desborbulhador e camara de difusdo gasosa foram avaliados
para remover os vapores da decomposi¢ao, entretanto ambos procedimentos nao
atuaram eficientemente uma vez que a intensidade de emissao para C dos
digeridos se manteve constante com o uso ou na auséncia destes dispositivos no
sistema em fluxo. Em face da indisponibilidade do nebulizador ultrassonico,
optou-se pela realiza¢cdo das medidas no modo “off-line”.

Para complementar essa discussdo a respeito da possibilidade da uréia

estar sendo degradada em meio aquoso, quando o sistema estava operando a 60
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bar e 200°C, foi realizado experimento no qual a temperatura de digestdo foi
variada gradativamente. Em seguida o teor de C foi determinado nos digeridos
em meio aquoso, previamente ao processo de desgaseificacdo. Os resultados

para esse experimento podem ser observados na FIGURA 4.29.
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FIGURA 4.29 — Concentragao recuperada para solu¢ao de uréia processada no
sistema em fluxo operando a 60 bar em diferentes temperaturas. Valor tedrico =

1000 mg L™

Como observado através da FIGURA 4.29, apesar da fonte de carbono ser
preparada em meio aquoso, temperaturas acima de 180°C proporcionaram
alteragdes na composicdo dos compostos presentes em solugdo. Essa alteracao
para o composto organico dissolvido em solugdo, observada para os extratos de
uréia em meio aquoso, trouxe duvidas a respeito da concentracdo minima de
acido que poderia ser utilizada para produzir o decréscimo do teor de RCC nos
digeridos. Foram entdo preparadas solugdes de uréia em meio de HNO; 0,014;

-1 ~ . .
0,14 e 1,4 mol L™, sendo essas solu¢des posteriormente processadas no sistema



Resultados e Discussdo 89

em fluxo e desgaseificadas previamente as determinagdes de C por ICP OES. Os

resultados para esse experimento podem ser observados na FIGURA 4.30.
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FIGURA 4.30 — Comparacdo entre as intensidades de emissdo dos digeridos
obtidos para solugdo de 5,0 % m v' C em meio 0,014; 0,14 e 1,4 mol L™ HNO;

com o valor observado para solu¢do 1000 mg L™ C em meio aquoso.

Comparando-se os resultados obtidos para as diferentes concentracoes
acidas com o valor de RCC obtido para a solu¢ao de uréia em meio aquoso,
observa-se que somente a concentragdo 1,4 mol L' de HNO; promoveu um
decréscimo significativo no teor de RCC dos digeridos. Para as outras
concentracgoes acidas os valores de RCC praticamente permaneceram constantes.
Desse modo, nos experimentos posteriores foi utilizada a concentracdo de HNO;
de 1,4 mol L.

Os resultados obtidos para a decomposicao das solugdes de sacarose,
glicose, acido citrico e TRIS, todas apresentando concentragao igual a 5,0 %

mv' e preparadas em meio de HNO; 1,4 mol L' sdo mostrados na TABELA
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4.27. Todos os experimentos foram realizados a 200 °C e 60 atm. Vale também
lembrar que as solucdes preparadas em meio aquoso ndo foram processadas no

sistema em fluxo, sendo sua intensidade utilizada como valor de referéncia.

TABELA 4.27 — Eficiéncia de decomposicao para diferentes compostos

organicos em meio HNOj; 1,4 mol L.

Composto orgdinico Carbono original RCC Digerido Eficiéncia
(mg L) (mg Ls™) (%)
Sacarose 1.000 121 88
Glicose 1.000 105 89
Acido citrico 1.000 199 80
TRIS 1.000 190 81

Em geral, a eficiéncia de decomposi¢ao para as fontes de carbono testadas
apresentou-se ao redor de 85 %. Para aumentar a extensdo da decomposicao foi
avaliado o uso do agente oxidante auxiliar H;O, em uma concentra¢do 3,0 %

(v v'"). Os resultados sdo descritos na TABELA 4.28.

TABELA 4.28 — Eficiéncia de decomposicdo para diferentes compostos

organicos em meio HNOj; 1,4 mol L'+ H,0, 30%v v

Composto orgdnico Carbono original RCC digerido Eficiéncia
(mg L") (mg L") (%)
Sacarose 1.000 29,0 97
Glicose 1.000 35,3 96
Uréia 1.000 2,28 100
TRIS 1.000 128 87

O uso do H,0, aumentou a eficiéncia de decomposicdo das fontes de
carbono avaliadas para aproximadamente 95 %. Outras classes de compostos,
como aminoacidos, proteinas de alto peso molecular, gorduras, e etc, deveriam

ser avaliadas para testar o desempenho do sistema em fluxo. Entretanto devido a
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indisponibilidade desses reagentes no laboratorio, optou-se por avaliar o
desempenho do sistema em fluxo empregando amostras organicas reais. Essa
avaliacdo foi iniciada empregando amostras de sucos de frutas preparadas em
meio de HNO; 1,4 mol L + H,0, 3,0 % (v v'') em diferentes percentagens de
diluicdo. Os resultados para esse experimento podem ser observados na

TABELA 4.29.

TABELA 4.29 — Eficiéncia de decomposi¢do para as amostras de sucos de fruta.

Amostra Carbono original RCC digerido Eficiéncia (%)
(mg L) (mg L")

Suco de uva
Diluicao 0,5:10 3.253 15 100
Diluigao 1:10 7.326 514 93
Diluigao 5:10 30.573 11.269 63

Suco de laranja
Diluicdo 0,5:10 2.662 121 95
Diluigdo 1:10 4.946 272 94
Diluicdo 5:10 23.205 6.042 74

Através dos resultados da TABELA 4.29 pode-se observar que o aumento
no teor de carbono original presente na amostra acarreta em um decréscimo da
eficiéncia de decomposi¢ao. Além disso, os digeridos de suco de uva
apresentaram maiores teores de RCC em relagcdo a amostra de suco de laranja.
Provavelmente esse comportamento estd associado a presenga de compostos
flavonoides de dificil decomposi¢do em maiores teores no suco de uva.

De modo a possibilitar a utilizacgdo de menores fatores de diluicao da
amostra (5:10), sem que a eficiéncia de decomposicao fosse comprometida, foi
avaliado o efeito da temperatura de digestdo sobre o teor de RCC recuperado
para digeridos de suco de abacaxi. Os resultados podem ser observados na

TABELA 4.30.
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TABELA 4.30 — Efeito da temperatura na eficiéncia de decomposicao de

amostra de suco de abacaxai.

Temperatura (°C) Carbono original RCC digerido Eficiéncia (%)
(mg L) (mg L)
200 9.325 1709 £ 120 82
250 9.325 758 + 68 92
300 9.325 171+£9 98

Aumentando-se a temperatura de decomposicdo pode-se verificar que o
teor de RCC decaiu significativamente. Cabe ressaltar que esses resultados
foram obtidos para a amostra de suco de abacaxi, que possui menor teor de C
original. Entretanto, a tendéncia em melhora na eficiéncia de decomposi¢ao deve
ser observada para as demais amostras em analogia ao observado para trabalhos
nos quais energia MW foi empregada para promover o aquecimento (PICHLER
etal., 1999; WASILEWSKA et al., 2002).

Durante a decomposicao das amostras de suco, foi observado aumento da
pressdo ao longo do processamento da amostra devido aos gases gerados no
interior da bobina digestora. Apds a passagem da zona de amostra pela
configuragdo do sistema em fluxo, a pressao do sistema retornou ao valor
observado para a condi¢do experimental na qual a amostra ndo se encontrava
presente no percurso analitico (60 atm). Cabe ressaltar que o sistema de
aquecimento empregado possibilita somente o monitoramento dos valores de
temperatura, ndo interagindo no controle desse parametro operacional.

Paralelamente a avaliagdo do sistema quanto a eficiéncia de
decomposicdo, foi também verificada a contaminacdo das amostras por
elementos que poderiam ser corroidos a partir da bobina digestora de ago
inoxidavel. Para isso foi monitorada em linha a emissdo dos elementos
majoritarios do aco inoxidavel (Cr, Fe e Ni), durante o processamento da
solugdo de HNO; 1,4 mol L. O perfil obtido para esse experimento pode ser

observado na FIGURAS 4.31 e 4.32.
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FIGURA 4.31 — Sinal de emissao monitorado nas linhas Cr II 267,716 ¢ Ni II
231,604 nm apds o processamento da solugao de HNO; 1,4 mol L.

5000
=—Fe Il 238.204 nm

4000 -
@
)
< 3000 -
=
<
=
wn
§ 2000 -
=
[Se=)

1000 ~

0 ‘J J J T J T J T
0 162 318 474 631

Tempo (s)

FIGURA 4.32 — Sinal de emissdao monitorado na linha Fe II 238,204 nm apo6s o

processamento da solu¢do de HNOj; 1,4 mol L
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O monitoramento revelou contaminacdo da solucdo do branco para os
elementos Cr, Fe e Ni. Essa lixiviagdo foi confirmada pela analise dos digeridos
obtidos apos processamento de 500 uL de solugdo oxidante composta por HNOj;

1,4 mol L' + H,0, 3,0 % v v''. Esse resultado é apresentado na TABELA 4.31.

TABELA 4.31 — Teores de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni ¢ Zn no branco
analitico obtido apds processamento no sistema em fluxo de 500 puL de solugao

composta por HNOj3 1,4 mol L'+ H,0,3,0% v v,

Elemento Replicatas (mg L™) Meédia + desvio padrao

Ca <9,8 <9,8 <9,8 -k

Cr 1,57 1,54 1,32 1,47 +0,13
Cu <19 <19 <19 -

Fe 1,96 1,68 1,75 1,80+ 0,14
K 0,51 0,50 0,53 0,51 +0,01

Mg <0,79 <0,79 <0,79 -

Mn <28 <28 <28 -

Na 0,12 0,14 0,10 0,12 +0,02
Ni 1,47 1,48 1,62 1,52 £ 0,08
Zn <37 <37 <37 -

*Concentragio inferior a0 LOD em pg L™

Conforme observado na FIGURAS 4.31 e 4.32, e na TABELA 4.31, o
processo de corrosao demonstra-se constante durante o processamento das
aliquotas das amostras no sistema em fluxo. Dessa forma, torna-se possivel
subtrair essa contaminacdo daquela determinada para a amostra. Para que
resultados confiaveis sejam obtidos, a concentracdo desses elementos na amostra
original deve ser considerada, ou seja, caso o teor de Cr, Fe e Ni na amostra seja
inferior a contaminagdo decorrente de seu processamento no sistema em fluxo, a
quantificagdo desses elementos se torna comprometida. Os teores de Na e K
determinados na solug¢do do branco podem refletir contaminagdo proveniente do

capilar de silica fundida. Entretanto essa contaminacdo foi baixa, nao
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comprometendo a quantificacdo desses elementos, conforme pode ser
visualizado na TABELA 4.32, na qual sdo apresentados os resultados obtidos na
analise dos digeridos das amostras de sucos de abacaxi, de laranja e de uva,
obtidos apos utilizagao do sistema em fluxo e de forno de MW, respectivamente.
Cabe ressaltar que no sistema em fluxo foram empregadas temperatura igual a

300°C e pressao de 60 atm.

TABELA 4.32 — Teores de Ca, K, Mg e Na determinados para os digeridos das
amostras de sucos obtidos através do processamento no sistema em fluxo

desenvolvido e através do uso de forno de MW.

Amostra Ca (mg L) K(mgL”) Mg (@mgL”")  Na@mgL?)
Suco de laranja
Sistema em fluxo 7,90+ 0,10 55,9+ 1,0 5,45 £ 0,80 148 £3
Forno MW 8,20+ 0,01 56,8 £ 0,8 5,00 £ 0,40 142 £ 1

Suco de abacaxi

Sistema em fluxo 8,20+ 0,05 56,0 +2,0 4,50 £ 0,50 97,9+1,0

Forno MW 8,12+ 0,01 58,0+ 0,4 4,76 £ 0,04 98,5+22
Suco de uva

Sistema em fluxo 332+0,5 87,1 £3,0 21,0+£0,1 11,8 £0,5

Forno MW 32,6 +0,2 89,4+44 21,2+0,3 10,7+0,3

Através da TABELA 4.32 pode ser observada uma concordancia entre os
valores determinados para Ca, K, Mg e Na para os digeridos de sucos obtidos na
decomposi¢cao no sistema em fluxo e para aquela realizada em forno de MW
equipado com frascos pressurizados. A quantificacao dos elementos Cu, Cr, Fe,
Mn, Ni e Zn nao possivel de ser realizada tendo em vista a fato da concentragao
final desses elementos em solugdo se encontrar abaixo do LOD apresentado pelo
ICP OES radial.

Além da contaminacdo do digerido, o processo de corrosdao dos
constituintes da liga de aco inoxidavel, ou eventual carbonizagcdo dos compostos

organicos da amostra, implicava no parcial entupimento do capilar restritor.
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Quando a pressao da linha de fluxo ndo retornava para o valor original apos
passagem da amostra pelo sistema, o capilar restritor era desmontado sendo
removida sua ponta na qual se encontrava o material particulado, ou entao,
invertia-se a posi¢ao desse capilar para que a solugdo em contra-fluxo removesse
o solido que estava obstruindo a passagem das solucdes. Em geral esse
procedimento era executado a cada 15 processamentos das amostras de sucos de
frutas. Para as solucdes de diferentes compostos organicos esse problema nao foi
observado.

Outra caracteristica do sistema em fluxo que pode ser explorada encontra-
se na possibilidade da promocao in-situ da reagdo Fenton no capilar digestor. O
processo de corrosdo dos constituintes da liga de aco inoxidavel pela solucao
digestora HNO3/H,0, induz a liberagao de Fe para a solugdo da amostra, que na
presenca de H,O, pode gerar radicais altamente reativos (WALLING, 1975).
Essas reacoes radicalares podem também estar contribuindo para o aumento da
elevada eficiéncia de decomposicao observada para o sistema desenvolvido.

A avaliagdo da aplicacdo do sistema em fluxo para digestdo de amostras
solidas envolveu a execugdo de experimentos que visavam identificar a possivel
segregacao dos constituintes inorganicos em amostras de tecido vegetal em
funcdo da distribui¢do do tamanho de particula gerado no processo de moagem.
Esses experimentos foram realizados de forma a obter subsidios para o correto
preparo das suspensdes de tecidos vegetais, previamente ao processamento no
sistema em fluxo. Para avaliar o efeito da distribui¢do do tamanho de particula
na segregagdo dos constituintes inorganicos em amostras de folhas de amora,
laranja e goiaba, moidas criogenicamente, o material pulverizado foi fracionado
em um conjunto de peneiras dispostas em ordem decrescente de tamanho de
malha para que cada fracdo resultante fosse individualmente analisada. A partir
de cada fragdo foi tomada uma massa de 250 mg, que posteriormente foi
digerida empregando o forno de MW com frascos pressurizados e as condigdes

operacionais descritas na Se¢do 3.1.1. Com exceg¢do a ultima fracdo da amostra
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(¢ < 37 um), todas as decomposi¢des foram executadas em triplicatas. A massa
gerada no processo de peneiramento ndo foi suficiente para realizacdo das
replicatas das decomposi¢des. Os resultados podem ser observados nas

TABELAS 4.33 —4.35.

TABELA 4.33 — Teores de Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn determinados para as

diferentes fracdes da amostra de folha de amora moida criogenicamente.

Fracdo da Al Ca Fe K Mg Mn P Zn
amostra mg kg'l g kg'l mgkg'! ghkg' g kg'l mg kg'l mg kg’ mg kg'l

Sem peneira 214 16,6 232 20,8 3,87 59,5 908 27,0
+1° +0,2 +13 +0,2 +23 +7 +0,7

¢>74 um 191 15,5 214 21,5 4,24 55,4 930 29,9
+4,.2 +6 +0,1 +1,2 +13 +0,6

74> ¢ > 44 um 204 18,0 226 19,4 3,64 72,8 920 22,0
+15 +0,1 +22 +0,2 +0,6 +11 +0,6

44> ¢>37um 283 13,3 303 19,5 3,24 46,9 939 24,5
+9 +0,2 +2 +0,1 +0,1 +53 +1,5

*d.p.r. baseado numa amostra em triplicata (n = 3)

TABELA 4.34 — Teores de Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn determinados para as

diferentes fracdes da amostra de folha de laranja moida criogenicamente.

Fracdo da Al Ca Fe K Mg Mn P Zn
amostra Mgkg' ghkg' mgkg' gkg'! gkg'! mgkg' mghkg' mgkg!
Sem peneira 74,7 15,5 95,5 11,1 2,76 16,4 650 15,7
+3,6° +£0,2 +6,4 +0,3 +£0,02 +1,6 +6 +1,1
¢ > 74 um 56,8 14,8 73,6 11,1 2,53 15,4 640 13,7

+0,7 +0,5 +1,1 +£0,5 =£0,11 +0,7 +25 +1,3

74> ¢ > 44 um 88,8 16,9 113 12,9 3,21 20,2 763 13,4
+19,3 £1,7 +22 +1,8 +0,53 +£50 +£160 +0,9

44>¢>37pm 110 17,1 124 105 276 169 660 13,1
+5 +0,9 +16 +0,9 +021 +24 +27 +1,2

o< 37 ;,tmb 117 17,9 138 10,3 2,75 20,6 688 14,2

*d.p.r. baseado numa amostra em triplicata (n = 3); Pconcentragdo baseada em uma replica (n=1).



Resultados e Discussdo 98

TABELA 4.35 — Teores de Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn determinado para as

diferentes fracdes da amostra de folha de goiaba moida criogenicamente.

Fracdo da Al Ca Fe K Mg Mn P Zn
amostra Mg kg'l g kg'l mg kg'l g kg'l g kg'l mg kg'l mg kg'l mg kg'l

Sem peneira 94,6 4,69 84,6 13,8 1,83 36,9 608 17,4
+6,5° +£0,04 +£0,2 +0,5 +0,03 +13 +16 +1,8

¢>74 um 62,5 4,49 61,1 15,8 1,84 34,8 648 242
+2 +0,33 +4,7 +1,3 +0,14 1,0 +5,0

74> ¢ > 44 um 104 4,56 82,7 13,3 1,85 36,1 595 18,1
+2 +0,04 =£1,8 +0,02 £0,8 +11 +0,1

44> ¢ > 37 um 166 5,24 132 12,9 1,80 40,0 633 17,7
+7 +0,01 +3 +0,9 +21 +0,1

$<37 pm” 208 6,30 145 13,0 1,83 45,4 615 17,2

*d.p.r. baseado numa amostra em triplicata (n = 3); Pconcentragdo baseada em uma replica (n=1).

Comparando-se os teores das fragdes individuais com os teores
encontrados para o material sem peneiramento, observa-se que para todas as
amostras ocorreu um enriquecimento de Fe e Al nas fragdes com menor tamanho
de particula. Provavelmente esse comportamento esta associado ao maior teor de
silica nessas fragOes. Para os outros elementos diferengas estatisticamente
significativas nao foram observadas. Dessa forma, caso pretenda-se preparar
suspensdes da amostra com tamanho de particula inferior a 44 pm, provalmente
os resultados para Fe e Al ndo serdo exatos.

Para minimizar o efeito de particulas solidas sobre o processo de
entupimento do sistema em fluxo, optou-se por realizar os testes de
decomposicao das suspensoes, utilizando a fragdo de amostra com tamanho de
particula inferior a 44 um. Massa igual a 500 mg foi pesada e transferida para
um frasco volumétrico de 10 mL. Posteriormente o volume desse frasco foi
completado com solugdo HNO; 1,4 mol L'+H,0,3,0%vv', produzindo uma
suspensao do material vegetal, que por sua vez foi homogeneizada por agitagao

mecanica. Dessa suspensdo, foram tomados 500 pL através da valvula de
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amostragem do sistema em fluxo, sendo esse volume introduzido no diagrama
apresentado na FIGURA 3.16. Para todos os tecidos vegetais avaliados, foi
observado o pronto entupimento do sistema, com escape do capilar restritor
devido ao aumento da pressdo na linha de fluxo. Provavelmente as dimensdes
empregadas para a bobina digestora, combinada a concentracdo dos reagentes
oxidantes, nao proporcionaram condi¢gdes adequadas para eficiente
decomposicao da fragdo organica da amostra de tecido vegetal, contrariamente
ao observado para as amostras de sucos de frutas. Adicionalmente, o teor de
silica presente nas amostras, que nao seria decomposto pela acdo dos reagentes
oxidantes, pode ter contribuido para o entupimento do capilar restritor. Nas
condi¢des operacionais de 300°C e 60 bar, ndo foi possivel implementar a
decomposicao das amostras de tecido vegetal, mesmo considerando suspensoes
preparadas a partir da fracdo da amostra com tamanhos de particulas inferiores a

44 pm.
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5. Conclusao

Os procedimentos investigados para o preparo das amostras de leite
bovino e sucos de frutas apresentaram caracteristicas atraentes no que diz
respeito a simplificagdo dessa critica etapa envolvida na determina¢do quimica.
De modo geral, a manipulacdio da amostra foi reduzida, em ambos
procedimentos, evitando assim a introducdo de erros no resultado final. As

particularidades de cada procedimento sdo listadas a seguir:

a) Precipitacdo de proteina e hidrolise enzimatica — leite bovino

A implementacao dos procedimentos de precipitagdo de proteina como o
reagente TCA, e de hidrélise enzimdtica, empregando a enzima pepsina,
mostraram resultados que descrevem o comportamentos dos elementos Ca, Fe,
Mg e Zn no leite bovino. Foi possivel verificar a associagdo do Fe a fracao
protéica do leite. Essa afirmagao pode ser feita considerando a recuperagdo de
98 % do Fe no precipitado de proteinas desnaturadas gerado durante o
tratamento com TCA. Essa fato inviabiliza emprego do TCA caso o objetivo da
analise seja a determinagao dos teores totais dos elementos na amostra de leite.
Por outro lado, caso ndo seja interesse a determinagdo de Fe, este procedimento
poderia vir a ser utilizado para a determinagdo dos teores totais de Ca, Mg e Zn.

A hidrolise enzimatica promoveu recuperagdo quantitativa para todos os
analitos investigados. A enzima pepsina possui a propriedade de clivar ligagdes
peptidicas da caseina que envolvem aminodcidos com residuos aromaticos.
Como conseqiiéncia dessa altera¢do da estrutura primaria da caseina sdo gerados
precipitados e alguns aminoacidos soluveis, nas quais o Fe se encontra
associado.

Os resultados indicam a viabilidade desses procedimentos serem parte de
uma estratégia para especiacdo quimica em amostras de leite. Neste caso,

resultados conclusivos s6 puderam ser obtidos para a interacdo Fe com a
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proteina do leite. Para os demais elementos avaliados (Ca, Mg e Zn), que se
apresentaram soluveis no tratamento com TCA, existe a possibilidade desses
estarem ligados ao fosfato de calcio coloidal, que ¢ responsavel pela estabilidade
da micela da caseina, ou ionizados em solugdo. Os resultados nao foram
conclusivos para esses elementos face a baixa especificidade do TCA frente a
fracdo protéica do leite. Neste caso, necessitam-se estudos complementares
enfocando a separagdo das fragdes através de ultracentrifugagdo ou ultrafiltracao

da amostra de leite.

b) Decomposi¢cdo automatizada de amostras — sistema em fluxo

Mesmo considerando a reduzida dimensdo da bobina digestora, o sistema
em fluxo desenvolvido apresentou elevada eficiéncia de decomposicao para a
oxidacdo da matéria organica de diferentes compostos organicos e das amostras
de sucos de frutas quando este operava a 300°C e 60 atm. As mesmas condigdes
operacionais ndo foram adequadas para o tratamento das suspensodes de tecido
vegetal. Isso se deveu ao fato do material sélido necessitar de um tempo maior
para a sua decomposi¢do em linha, o que dificilmente seria alcangado para o
intervalo de vazdes investigado. O aumento do tempo de residéncia da amostra
no sistema em fluxo poderia ser obtido com uma drastica diminui¢do da vazao
da solucdo transportadora. Entretanto, isso acarretaria uma redugdo da pressao
imposta pelo capilar restritor utilizado.

Apesar de ndo totalmente inerte ao meio oxidante empregado, o capilar de
aco 1noxidavel apresentou-se como material alternativo as ligas a base de
platina. No entanto, para determinagao multiclementar nos digeridos obtido apds
o processamento da amostra no sistema desenvolvido, o processo de corrosao
dos metais constituintes do aco inoxidavel deve ser considerado. A
operacionalidade do sistema para decomposi¢cdo das amostras de sucos nao se
encontrou comprometida quando implementado procedimento de limpeza do

capilar restritor apds o ndo retorno da pressdo da linha de fluxo para o valor
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original, observado para a situagdo em que a solucdo da amostra nao se
encontrava no percurso analitico.

Para quantificagdo dos constituintes inorganicos nas amostras de suco
empregando o ICP OES com configuracgao radial, o fator de dilui¢do apresentado
pelosistema em fluxo (1:20) mostrou-se adequado para os elementos presentes
em maiores concentragoes (Ca, K, Mg e Na). Os demais elementos
encontravam-se no digerido final em teores abaixo do LOD apresentado pela
configuragdo radial..

Outro fator que todo contribuido para a elevada eficiéncia de
decomposi¢cdo dos comostos organicos ¢ dos sucos de frutas se refere a
possibilitada da ocorréncia “in situ” da reacdo Fenton na bobina digestora. Essa
possibilidade pode ser sugerida em fung¢do da temperatura de trabalho, do
emprego de peroxido e da corrosdo de ferro a partir da parede do capilar.

Para experimentos que envolviam a investigagdo de processos de
segregacao dos constituintes inorganicos em fungdo do tamanho de particula
para amostras de tecido vegetal, constatou-se que a concentragdo dos elementos
Fe e Al aumentava a medida que o tamanho da particula era diminuida. Esse
comportamento foi atribuido ao provavel enriquecimento das fracdes de menor

tamanho com silica, na qual Fe e Al poderiam estar associados.

Considerando os espectrometros de emissao otica com plasma induzido

utilizados nesse trabalho, podemos inferir que os equipamentos possuem figuras

de mérito similares (TABELA 5.36).
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TABELA 5.36. Figuras de mérito dos ICP-OES com configuracdes axial e

radial avaliados

Figura de mérito Axial Radial
Warm-up time (min) 20 10
Estabilidade por curto periodo (dpr %; n = 15) 0,7 0,6
Estabilidade por longo periodo (dpr %; 2 horas, n = 8) 1,5 1,4
Resolugao espectral UV (pm) 8 9
Resolugdo espectral VIS (pm) 30 32
LOD Ni I1 231 HNOs 0,14 mol I (ng L™ 0,23 3.8
Mg /Mg 1 10,6 13,7

Apesar da diferenga no “warm up time” e nos limites de deteccao”, o
desempenho de ambas configuragdes ndo ¢ significativamente comprometido.
Determinagdes quantitativas podem ser conduzidas com adequadas precisdo e
exatidao em ambas configuragdes. A partir dos resultados obtidos pode-se ainda
afirmar que a configuragdo axial apresenta maior poder de deteccao do que o
apresentado pelo sistema radial, independente da complexidade do meio em

[3

consideragdo. Mesmo apresentando um “warm up time” maior, os resultados
obtidos no sistema axial indicam que a eficiéncia da interface “End-on-gas”
associada a utilizagdo de uma tocha com maior didmetro interno promovem
condigdes favoraveis para andlises em que a sensibilidade ¢é critica ¢ a
complixidade da matriz ¢ elevada. Em concordancia com a discussdo realizada
por BRENNER & ZANder (2000), os resultados obtidos mostram que a

utilizacdo da configuracdo axial em aplicagdes dessa natureza deve ser

considerada.
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