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RESUMO

AVALIACAO DE POTENCIALIDADES E APLICACOES DE
ESPECTROMETROS COM PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE EM
ANALISES QUIMICAS. Este trabalho esta dividido em duas partes principais. Na
primeira foram avaliadas as condi¢des de operagdo de um espectrometro de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente — ICP OES com configuracdo radial. Um
planejamento fatorial foi efetuado para avaliagdo sistematica das condicdes de
operacao do equipamento, tendo-se estabelecido as condi¢des 1,05 kW de poténcia,
0,6 L min"' vazdo de gas de nebulizacdo ¢ 8 mm de altura de observacio como
adequadas para a determinagdo de Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S ¢ Zn nas
amostras estudadas, material de referéncia certificado (NIST, folhas de pessegueiro e
farelo de milho) digeridos em diferentes meios oxidantes. A recuperagdo de Cu, Fe,
Mn e Zn em extratos de solos em meio de DTPA (IAC 274) e a recuperagdo de Al, Ba,
Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, V e Zn em solo certificado (NIST, San Joaquim Soil) também
foram avaliadas nas mesmas condigoes de operacdo do ICP OES. Foi proposto
protocolo para uso do ICP OES em analises de rotina.

Na segunda parte do trabalho avaliou-se a biodisponibilidade de ferro em alimentos
crus e processados. Metaloproteinas foram extraidas nos seguintes meios: tampao Tris
5,0x10~ mol L e fluido gastrico simulado. Para a determinagdo de Fe nas solugdes
extratoras, foi utilizado espectrometro de massa com plasma acoplado indutivamente -
ICP MS e para a especiagao das metaloproteinas foi utilizada uma coluna de exclusao
por tamanho (SEC) acoplada em linha aos detectores UV - ICP-MS. Os resultados
indicaram que processos de cozimento causaram mudangas significativas nos teores de
Fe ligados as proteinas contidas em amostras de carne e alga marinha, apesar de
continuarem biodisponiveis, fato verificado apos a digestdio com fluido géstrico

simulado.
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ABSTRACT

EVALUATION OF POTENCIALITIES AND APLICATIONS OF
INDUCTIVELY COUPLED PLASMA SPECTROMETERS IN CHEMICAL
ANALYSIS. This work is divided in two main parts. In the first one, the operating
conditions of a radially inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES) was evaluated in soil and vegetable materials analysis. A factorial design was
performed to systematic evaluation of the equipment operating conditions, being
established: 1.05 kW power, 0.6 L min"' flow gas nebulization and 8 mm observation
height as operating conditions to Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, and Zn determination in
the studied samples, certified materials (NIST, Peach Leaves and Corn Bran), digested
in different oxidant media. The recoveries of Cu, Fe, Mn, and Zn in soil extracts (IAC
274 and NIST San Joaquim Soil) were also evaluated in the same established
conditions. A protocol was established for use of the equipment in routine analysis. In
the second part of this work, the bioavailability of iron-proteins in different crude and
processed foods was evaluated. Two different media were used to metalloprotein
extraction: Tris buffer 5,0x10~° mol L™ and simulated gastric fluid. An inductively
coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS) was used to determine Fe in the extract
solutions and a size exclusion column (SEC) coupled to UV-ICP-MS detectors was
used to metalloprotein speciation. The results indicated that the cooking caused
significant changes in the amounts of Fe bond to proteins from beefs and seaweeds,

although the elements were still bioavailables.
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1 - INTRODUCAO
1.1- Espectrometros com plasma acoplado indutivamente

Os métodos espectrométricos abrangem um grupo de procedimentos baseados
na espectroscopia atomica e molecular. Espectroscopia ¢ um termo geral para a ciéncia
que estuda a interacao dos diferentes tipos de radiacdo com a matéria, incluindo ainda
ondas acusticas e os feixes de particulas, como ions e elétrons. A espectrometria se
refere as medidas das intensidades da radiacdo usando transdutores fotoelétricos ou
outros tipos de dispositivos eletronicos. Os métodos espectrométricos mais
amplamente utilizados fazem uso da radiacao eletromagnética (SKOOG et al., 2002).

A espectroscopia pode ser dividida em espectroscopia atdmica e em
espectroscopia molecular, sendo que a espectroscopia atomica ainda pode ser
subdividida em espectrometria de absor¢do atdmica, espectrometria de fluorescéncia
atOmica, espectrometria de emissdo atoOmica e espectrometria de massa atomica
(SKOOG, 2002).

Para obter espectros de absor¢do e emissdo atomicos e espectros de massa, os
constituintes de uma amostra devem ser convertidos em 4atomos gasosos ou atomos
ionizados, que podem ser determinados por medidas de espectros de emissdo, de
absorcao, de fluorescéncia ou de massa. A etapa de atomizagdo ¢ fundamental para a
precisdo e a exatiddao dos métodos atdomicos, embora eventualmente pode-se ter uma
situagdo de baixa eficiéncia de atomizagdo, mas com boa precisdo. Os componentes
usados na atomizagdo sao chamados de atomizadores. Ha varios tipos de
atomizadores, sendo os atomizadores de plasma acoplado indutivamente os que serdo
abordados neste trabalho.

As diferentes aplicagdes de plasma acoplado em anélises quimicas advém das
elevadas temperaturas produzidas pelo plasma, capazes de atomizar, excitar € ionizar a
maioria dos elementos quimicos da tabela periddica. Com isso, € possivel o
aproveitamento, para fins analiticos da radiacdo emitida, no caso deste trabalho, por

espectrometria de emissao Optica com plasma ou ainda, aproveitar a populagdo de ions
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para medidas do espectro de massas em espectrometro de massas (MONTASER,
1998).

As principais vantagens dos plasmas acoplados indutivamente sdo: as
temperaturas elevadas (5000 — 10000 K); elevada densidade eletronica (10 a 10"
elétrons por cm’); formagio de elevada populagio de atomos livres ; espécies
moleculares em baixa concentragdo; auséncia de eletrodos; caracteristicas
multielementares; e uso de gases nao explosivos (HWANG e WANG, 1998).

O sistema usado para gerar o plasma acoplado indutivamente (ICP) ¢ formado
por trés componentes principais: uma tocha, uma bobina de indu¢do magnética e uma
fonte de radio-freqiiéncia. Trés tubos concéntricos de quartzo formam a tocha do
plasma (Figura 1.1). Um fluxo principal de argonio (~12-17 L min™) passa através da
tocha entre o tubo externo e o tubo intermediario. Um outro fluxo de gas suplementar
(~1 L min™) passa entre o tubo intermedidrio e o tubo central. Esse suplemento de gas
auxiliar assegura que o plasma permaneca a uma distincia segura do tubo de quartzo e
nao provoque danos a tocha. A mudanga no fluxo deste gas pode ser usada para ajuste
da base do plasma. O tubo central (ou tubo injetor da amostra), ¢ usado para
introdugio da amostra. Nesse tubo, uma vazdo de argénio (~1 L min"), gés
nebulizador e carregador, transporta a amostra at¢ o plasma na forma de um fino
aerossol (HEBERT, 2002). A vazdo desse gas, juntamente com o didmetro do tubo

central, sdo determinantes do tempo de residéncia do aerossol da amostra.
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FIGURA 1.1 - Esquema de uma tocha de quartzo.

Uma elevada voltagem criada pela bobina de indugdo inicia a igni¢ao do plasma
no fluxo de argdénio que estd passando através da tocha. A ignicdo inicial fornece
elétrons, que sdo acelerados por um campo magnético criado pela bobina de radio
freqiiéncia ao redor da tocha. O campo magnético ¢ criado por uma corrente alternada
oscilante a uma freqiiéncia geralmente de 27,12 ou 40,68 MHz. Colisdes entre os
elétrons e entre o gas argdnio induzem a ionizacdo dos atomos de argonio, que por sua
vez colidem com outros atomos ionizando-os numa reacao em cadeia. Esse fendmeno
¢ conhecido como uma descarga do plasma acoplado indutivamente. O plasma ¢
mantido por todo o periodo que o campo de radio freqiiéncia e o fluxo de gés forem
mantidos (HUANG et al., 1997).

A maneira como o suplemento principal de gas ¢ introduzido na tocha tem uma
relagdo direta com o formato do plasma e facilita a introdugdo da amostra. O gas ¢
introduzido na tocha de uma maneira tangencial, criando um efeito vortex e induzindo
a um plasma no formato anular (HEBERT, 2002).

Hé duas aplicagdes principais dos plasmas acoplados indutivamente para fins
analiticos: espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente —

ICP OES e espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente — ICP-MS.
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Neste trabalho foi avaliada a aplicacao de um ICP OES para analises de rotina,
comparando o desempenho desse equipamento em relacdo ao desempenho dos
equipamentos em que as mesmas analises ja sdo realizadas rotineiramente. Os aspectos
econOdmicos envolvidos nas analises também foram considerados nessa avaliagao.

Um outro estudo foi utilizada uma coluna de exclusdo por tamanho(SEC)
acoplada a detectores UV-ICP-MS. Nesse estudo foram avaliadas a especiacdo € a

biodisponibilidade de metais ligados a proteinas em alimentos crus e processados.
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2.1 - REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 - Espectrometria de emissio optica com plasma acoplado

indutivamente (ICP OES)

A espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente surgiu
como técnica analitica na metade dos anos 60 (GREENFIELD et al., 1964; WENDT
& FASSEL, 1965), e desde entdo essa técnica tem experimentado grande aceitagao
entre os quimicos analiticos, principalmente devido a relativa facilidade de manuseio
dos equipamentos, capacidade de analises multielementares e ao relativamente baixo
efeito de matriz (DUBUISSON et al., 1997). O desenvolvimento de equipamentos
com configuragdo axial (ABDALLAH et al., 1976) e o desenvolvimento e a utiliza¢do
de detectores de estado soélido (BARNARD et al., 1993) proporcionaram o
renascimento dessa técnica.

Os equipamentos com configuragdo axial proporcionaram significativos ganhos
de sensibilidade para a técnica. Apesar disso, essa configura¢do teve inicialmente
pouca aceitacdo devido a severas interferéncias matriciais. Esses problemas
relacionados as interferéncias especificas para equipamentos com configuracao axial
parecem ter sido superados com o desenvolvimento de novas interfaces denominadas
“Shear-gas” e “End-on-gas”, dependendo da configuracdo. Atualmente, problemas
relacionados a interferéncias em equipamentos com configuragdo axial quando
comparados a equipamentos com configuracao radial sdo mais mitos do que realidade.
Trabalhos desenvolvidos comparando as duas configuragdes (DUBUISSON et al.,
1997; GARCIA et al, 2001 e SILVA et al., 2002), tém destacado os ganhos em
sensibilidade dos equipamentos com configuragdo axial sem a ocorréncia das
interferéncias inicialmente salientadas. Na configuragdo radial, a tocha ¢ posicionada
perpendicularmente a entrada do sistema Optico, enquanto na configuracao axial a

tocha ¢ posicionada horizontalmente, como pode ser observado na Figura 2.1.
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FIGURA 2.1 — Esquema mostronstrando a interface dos equipamentos com
configuracdo: a) axial e b) radial.

Fonte: SILVA, 2004.

O desenvolvimento e a aplicacdo da tecnologia de detectores de estado solido
representou um avango na detec¢ao da radiagdo por possibilitar a detec¢ao da radiagdo
separada bidimensionalmente por sistema de difracdo contendo prisma e grade de
difracdo tipo Littrow/Echelle (BARNARD et al., 1993 e GOY et al., 1998).

Os detectores de estado solido — CCD permitem a leitura simultdnea no
intervalo de comprimento de onda de 120 a 785 nm, dependendo do arranjo. Dessa
forma podem ser monitoradas aproximadamente 96 % das linhas de emissdo
analiticamente uteis do intervalo citado (BARNARD et al., 1993 ¢ BRENNER &
ZANDER, 2000).

Passada a revolugdo causada pelo surgimento do detector de estado sélido e a
consolidacdo dos equipamentos com configuragdo axial, continuaram as discussdes
sobre os problemas relacionados a efeitos de matriz no plasma. Efeitos de matriz (ou
interferéncia de matriz), podem ter de origem na amostra ou nos reagentes ¢ podem
resultar tanto em um aumento na intensidade de sinal do analito como na diminui¢ao
desse (IGLESIAS et al., 2004).

Elementos facilmente ionizdveis tanto podem aumentar com também diminuir a
intensidade de sinal dos analitos (ROMERO et al., 1997). A acidez pode alterar as
propriedades fisicas da solu¢do a ser introduzida no plasma e também efeitos nos
processos de atomizacdo, excitacdo e ionizacdo (TODOLI et al., 1999). Emissoes
indesejaveis decorrentes da presenca de compostos organicos residuais ou elementos

concomitantes da amostra podem ocorrer principalmente nas proximidades da regido
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mais fria do plasma, na qual processos de recombinacdo sdao favorecidos
(THOMPSON & BARNES, 1992).

Os elementos facilmente ionizaveis causam efeitos no plasma a medida que a
presenga desses elementos provoca mudancas na transferéncia de energia entre a
periferia e o centro do plasma, por onde passa a amostra (ROMERO et al., 1997).
BRENNER et al. (1998), estudaram a interferéncia de elementos facilmente ionizaveis
como Ca e Na em ICP OES com configuracdo axial, usando baixas e altas vazdes de
nebulizacdo e comparando varias linhas espectrais de espécies com diferentes
potenciais de ionizagdo. Os limites de deteccdo dos analitos As, Be, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Sc, Sr, Ti, Tl, V e Zn em solugdes aquosas e em
solucdes contendo 0,1 % de Ca e Na foram determinados. Em comparagcdo com os
limites de deteccdo usando um nebulizador com fluxo cruzado, o ganho médio para os
analitos em solu¢des aquosas e wusando nebulizador ultra-sonico foi de
aproximadamente, 10 vezes. No entanto, para solugdes contendo 0,1 % de Na e Ca, os
limites de deteccdo foram degradados de 10 a 16 vezes quando usado o nebulizador
fluxo cruzado e de 30 vezes quando foi usado o nebulizador ultra-sonico. Na presenca
de Ca e Na a 1,35 kW muitas das linhas espectrais sofreram supressdes
respectivamente da ordem de 10 % e 20 % quando foi empregado nebulizador de fluxo
cruzado. Quando foi usado um nebulizador ultra-sonico, os efeitos de matriz foram
maiores, sendo observados ganhos tanto de intensidade como em atenuagao (de 20 a
30 % para o Na e de 30 a 50 % para o Ca).

Experimentos tém mostrado que os efeitos negativos causados por elementos
facilmente ionizaveis sdo superados quando o plasma ¢ operado em condi¢des que a
introdugdo desses elementos ndo altere os processos de transferéncia de energia no
plasma (IVALDI & TYSON, 1995; BRENNER et al., 1997, DUBUISSON et al.,
1997; ROMERO et al., 1997; BRENNER et al., 1998; GARCIA ef al., 2001). Essas
condigdes de operacdo, que garantem a superacdo dos efeitos causados pelos
elementos facilmente ionizdveis sdo: poténcia elevada e baixa vazdo do gas de
nebulizacdo, ou seja, condicdes robustas (MERMET, 1989). As investigagoes foram
realizadas tanto em equipamentos com configuracdo radial como em equipamentos

com configuragdo axial.



Revisdo da literatura 10

Os efeitos da concentracdo acida e do tipo de acido também tém sido
investigados. A magnitude dos efeitos produzidos pelos acidos no ICP OES depende
diretamente das caracteristicas do sistema de introdu¢do de amostra empregado
(DAHLQUIST & KNOLL, 1978; TODOLi & MERMET, 1999). A magnitude do
efeito produzido pelo acido depende das caracteristicas do nebulizador e da camara de
nebulizacdo. O nebulizador ¢ responsavel pela formagdo do aerossol primario e
terciario e a camara de nebulizacao pelo transporte e selecdo desse aerossol, sendo que
esses processos podem ser alterados pela presenca do acido (MERMET, 1998). A
presenga de acidos inorganicos em uma solugdo aquosa altera a viscosidade e a tensao
superficial quando comparado as propriedades da dgua sem a presenga desses acidos,
tendo como conseqiiéncia final a alteracdo na intensidade do sinal de emissao do sinal
(FARINO et al., 1987; TODOL{ e MERMET, 1999).

STEWART & OLESIK (1998), investigaram a influéncia do 4cido nitrico na
geracao do aerossol e nos processos de transporte desse aerossol para o plasma e
concluiram que quando a solu¢do estd em meio de acido nitrico, a quantidade de
aerossol e do analito que atingem o plasma diminui quando a concentragdo de HNO;
foi variada de 0 para 20 %, sugerindo que as mudangas no transporte do analito sdo,
principalmente, devido a mudangas na vazao da solugdo até a cAmara de nebulizagao,
na formacdo e no transporte do aerossol. Diferentemente dos efeitos causados por
elementos facilmente ionizaveis, os efeitos devido a diferencas de acidez nao sao
superados somente com a implementacdo de condigdes robustas. Diferentes
nebulizadores e camaras de nebulizacdo podem ter comportamentos distintos em
fun¢ao da concentragao do acido.

Algumas alternativas tém sido propostas para corrigir os efeitos da acidez em
ICP OES, sendo que as principais sdo: a compatibilizacdo de matriz (RONCEVIC &
SIROKI, 1994), o uso de padrdo interno (GROTTI & FRACHE, 2003), a adi¢do de
padrao (VANHOE et al., 1995) e modificacdo do sistema de introducao de amostra
(CARRE et al., 1995).

MASSON (1999) estudou os efeitos de matrizes em amostras de plantas durante
analises de elementos traco por ICP OES com configuracdo axial e com nebulizacao
pneumatica. Arsénio, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e Se foram os analitos escolhidos e K, Ca

e Mg foram os potenciais interferentes avaliados na investigacdo. As condi¢des de
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operagdo do equipamento foram otimizadas para obtencdo das melhores
sensibilidades. A maxima razdo sinal do analito/sinal de fundo (SBR) foi escolhida
como resposta. Os comprimentos de onda escolhidos foram os mais sensiveis e 0s que
ndo apresentaram interferéncias espectrais. Foi observada uma diminuicdo da
intensidade de emissdo dos analitos quando foi aumentada a concentracdo dos
potenciais interferentes. Nesse trabalho foi possivel recuperar 100 % dos analitos
quando o equipamento foi operado a 1,4 kW de poténcia aplicada. Vale ressaltar que
1,4 kW de poténcia ndo € a mais indicada para analises de rotina, em funcio do
desgaste dos componentes do equipamento.

Para equipamento com configuracao radial, os adequados ajustes da poténcia do
sistema de radio-freqiiéncia, da vazao de nebulizagdo e da altura de observacao podem
ser suficientes para eliminar ou minimizar o efeito negativo de emissdes indesejaveis
que podem prejudicar a detecgdo do sinal analitico (THOMPSON & BARNES, 1992).

Para diagnosticar o desempenho de um ICP OES, POUSSEL et al. (1993)
realizaram uma série de experimentos. Nesses experimentos foram empregadas
determinadas linhas de emissdo do espectro eletromagnético e solucdes analiticas
contendo os elementos Ba, Mg e Ni com a finalidade de verificar a resolugdo espectral,
eficiéncias de ionizagdo e de excitacdo (robustez), estabilidade e limite de deteccao
apresentados pelo espectrdmetro em avaliagdo. A escolha das linhas de emissao e dos
elementos utilizados no procedimento de diagndstico foi detalhadamente discutida
pelos autores em diferentes trabalhos (MERMET, 1991; POUSSEL et al., 1993;
MERMET & POUSSEL, 1995).

Empregando uma seqiiéncia de experimentos propostos por MERMET &
POUSSEL, (1993), SILVA et al., (2002) e SILVA, (2004) avaliaram o desempenho de
um ICP OES com configuracao radial. O tempo de estabilizacao recomendado para o
equipamento avaliado foi de 10 min. Com o equipamento operado a 1,3 kW de
poténcia e 0,7 L min" de gas de nebulizagio, a razio Mgll/Mgl foi superior a 10,
como esperado. A estabilidade do equipamento em curto ¢ em longo periodos foi
considerada excelente. A resolucdo espectral do policromador Littrow/Echelle
avaliado foi de 9 e 32 pm nas regides do UV e VIS respectivamente.

Atualmente as pesquisas envolvendo a espectrometria de emissdo Optica com

fonte de plasma estdo concentradas mais nas aplicagdes do que no desenvolvimento
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dos equipamentos. A validagdo de métodos, principalmente para atender a norma ISO
17025 ¢ uma das aplicagdes de ICP OES que despertam o interesse dos usuarios dessa
técnica principalmente para estabelecer o desempenho analitico para pardmetros como
precisao, exatidao e limite de deteccio (MERMET, 2005).

Para andlises de rotina, protocolos de operacdo do equipamento devem ser
montados para que as condi¢des de operacao do equipamento estejam estabelecidas de
forma que o analista ndo tenha que avalia-las a cada nova amostra a ser analisada.

Além das condi¢gdes de operacdao, ¢ importante que se avalie o quanto cada
alternativa de andlise ¢ viavel economicamente.

O equipamento estudado nesse trabalho teve seu desempenho previamente
avaliado por SILVA et al., (2002) e SILVA, (2004), seguindo a seqiiéncia de
experimentos recomenda por MERMET & POUSSEL, (1993).
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2.2 - OBJETIVO

- Avaliar condi¢des operacionais do espectrometro de emissdo Optica com visao
radial, visando o desenvolvimento de métodos para a determinagcdo em amostras de

material vegetal e solos.
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2.3 — MATERIAIS E METODOS

2.3.1 - Reagentes e solucoes

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas empregando reagentes de grau
analitico e 4dgua desionizada purificada em sistema Milli-Q® (resistividade 18 MQ
cm).

As solugdes de referéncia para obtencdo das curvas analiticas foram preparadas
apos diluigdo adequada de solugdes estoque contendo 1.000 mg L™ de cada elemento
(Spex Sample Preparation, Metuchen, NJ, EUA) em meio de: 1) HNO; 0,14 mol L™;
2) HNO; + HCIOy4, 2 %, na propor¢ao 4:1 v V'l; 3) solugdo extratora de DTPA. As
concentragdes dos analitos (Al, B, Ba, Ca Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
P, Pb, S, Se, Si, V e Zn) nas solugdes de referéncia variaram de 0,1 a 40,0 mg L.

Para avaliar a faixa linear de calibra¢ao foram preparadas solu¢des contendo de
0,1 at¢ 2000 mg L' de Al, Co, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn a partir da diluicao dos
respectivos sais em meio de HNO; 0,14 mol L

Solucao extratora de DTPA — A solucdo extratora de DTPA foi preparada a
partir da mistura das solugdes: solu¢ao tampao de acido dietilenotriaminopentacético
(DTPA) 0,005 mol L; trietanolamina (TEA) 0,1 mol L™ e cloreto de calcio (CaCl,)
0,01 mol L' (ou ~ 400 mg L' de Ca®"), pH 7.3. A mistura dessas solucdes foi
empregada como meio extrator de micronutrientes no solo (Van RAIJ et al., 2001;

NOGUEIRA & SOUZA, 2005).

2.3.2. Instrumentacao

As  determinagdes  multiclementares foram realizadas empregando
espectrometro de emissdo Optica simultineo com configuracdo radial, VISTA PRO
Radial (Varian, Mulgrave, Australia), equipado com um detector de estado solido do
tipo CCD; sistema pré-optico do equipamento purgado com argdnio a uma vazao de

0,2 L min™', para possibilitar leituras abaixo de 190 nm; policromador com montagem
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Littrow/Echelle termostatizado a ~ 35°C e purgado com argdénio. A descrigao
detalhada do espectrometro e os parametros operacionais empregados sao listados nas

Tabelas 2.2 e 2.3, respectivamente.

TABELA 2.2 — Caracteristicas dos ICP OES VISTA PRO Radial.

Caracteristica Vista PRO Radial

Gerador de radiofreqiiéncia 40 MHz, Free running

Sistema optico

Policromador Grade Litrrow/Echelle + prisma dispersdo cruzada
de CaF,

Densidade de ranhuras da grade 95 ranhuras mm"’

Plano focal 400 mm

Fenda de entrada Altura =29 pm e comprimento = 51 um

Sistema de introdugdo da amostra

Nebulizador Concéntrico do tipo K e ranhura em V
Camara de nebulizagado Ciclonica de simples passo e Sturman-Masters
Detector CCD refrigerado a —35 °C por sistema Peltier

~ 70.000 pixels arranjados de forma nao linear

Intervalo espectral de leitura ~ 167-785 nm

Diametro interno do tubo 1,4 mm

injetor da tocha
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TABELA 2.3 — Parametros operacionais utilizados no ICP OES avaliado.

Parimetro operacional

Poténcia RF (kW) Variavel (de 0,7 a 1,4)

Vazio do gas do plasma (L min™) 15

Vazio do gas auxiliar (L min™) 1,5

Vazao do gas de nebulizagao (L

min™) Variavel (de 0,6 a 1,4)

Taxa de nebulizagdo da amostra 1,0 e 4,0 (nebulizadores concéntrico e ranhura em V,

(mL min™") respectivamente)

Altura de observagdo (mm) Variavel (de 4 a 20)

Linhas de emissao (nm) Al(T) 396,152 Cu(l) 324,754 P(I) 213,618
Al(I) 237,312 Fe(II) 238,204 P(I) 178,222
B(I) 249,772 Fe(II) 259,940 Pb(II) 220,556
B(I) 249,678 K(I) 766,491 Pb(I) 217,000
Ba(Il) 455,403  K(I) 769,897 S() 181,972
Ba(Il) 193,408  Mg(II) 280,270 S(I) 180,669
Ca(II) 396847 Mg(I) 285,208 Se(I) 196,026
Ca(Il) 422,673 ~ Mn(II) 257,610 Se(I) 203,985
Cd(I) 214,439  Mn(II) 260,568 Si(I) 251,611
Cd(I) 228,802 Mo(II) 202,032 Si(T) 288,158
Co(Il) 228,615  Mo(II) 20,4,598 V(II) 292,401
Co(II) 238,892  Na(I) 589,592 V(1) 309,310
Cr(I1) 267,715 Na(I)588,995 Zn(1) 213,857
Cr(II) 205,560 Ni(I) 231,604 Zn(11) 206,204
Cu(I) 327,395 Ni(Il) 216,555

(D e (II)- linhas de emissdo atdmica e iOnica, respectivamente.

As digestdes das amostras foram realizadas em sistema de microondas com
cavidade MULTIWAVE (Anton Paar, Austria) equipado com sensores de temperatura
e pressio e rotor com 6 frascos fechados de teflon PFA® (perfluoralcoxi). Digestdes
também foram realizadas em bloco digestor modelo TE 40725 com aquecimento

controlado (Tecnal, Piracicaba, Brasil).

2.3.3 — Procedimentos

Preparo da amostra de material vegetal

A uma massa de 200 mg de materiais de referéncia certificado, folha de
pessegueiro farelo de milho, (respectivamente NIST 1547 e NIST 8433 - National
Institute of Technology, Gaithersburg, MD), foram adicionados 4 mL de HNO; 7 mol
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L' e 1 mL de H,O, 30 % v v'. A seguir, foram submetidos & digestdo em forno de
microondas com cavidade de acordo com programa de aquecimento descrito na
Tabela 2.4. Os extratos dos digeridos foram diluidos conforme concentragdao da curva

analitica empregada na analise.

TABELA 2.4 — Programa de aquecimento do forno de microondas Multiwave
utilizado na digestdo de materiais de referéncia certificado — folha de pessegueiro e

farelo de milho. Temperatura maxima de 210 °C

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 300 2
2 0 3
3 650 4
4 850 5
5 1000 5
6 0 15 (resfriamento)

Em outro procedimento de digestdo, que empregou bloco digestor, 500 mg de
material de referéncia certificado, folha de pessegueiro, foram pesados e transferidos
para tudo de vidro de 100 mL. A seguir foram adicionados 6 mL da mistura acida
HNO;+HCIO, 4:1 v v, Essa mistura foi deixada a temperatura ambiente durante uma
noite e no dia seguinte submetida ao aquecimento em bloco digestor, inicialmente a
100 °C durante 1 h com aumento gradual de temperatura para 140, 180 e 210 °C,
permanecendo a 210 °C até que o volume da solu¢do no frasco se reduzisse a
aproximadamente 1 mL. Os extratos dos digeridos foram diluidos para 50 mL e

determinados.

Preparo da amostra de solo

Digestao assistida por radiacdo microondas - A 200 mg de material de referéncia
certificado - San Joaquim Soil (NIST 2709), foram adicionados 2 mL de dgua régia e 1
mL de H,0, 30 % v v, submetidos a digestao em forno de microondas com cavidade

de acordo com programa de aquecimento descrito na Tabela 2.5. Apos resfriamento, a
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mistura resultante nos frascos de decomposi¢ao foi transferida quantitativamente para
frascos graduados com volume de 15 mL, sendo o volume ajustado para 10 mL ¢ os
compostos silicatados nao digeridos separados por centrifugacao (3 min, 2000 rpm). O
precipitado foi solubilizado a temperatura ambiente adicionando-se 1 mL de HF
concentrado. Apos a solubilizacdo, foram adicionados 500 mg de H;BO; para a
complexacdo dos fluoretos remanescentes. A solucdo resultante foi acrescentada ao
sobrenadante recolhido anteriormente (fase liquida) e o volume final ajustado para 15

mL com agua (VIEIRA ef al., 2005).

TABELA 2.5 — Programa de aquecimento do forno de microondas utilizado na

digestao de amostra de solo. Temperatura maxima de 190 °C.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 400 3
2 850 6
3 1000 10
4 0 15 (resfriamento)

Extraciio de Cu(Il), Fe(IIT), Mn(II) e Zn(II) com DTPA - Mediu-se 10 cm’
de solo e transferiu-se para frascos conicos de polietileno. Adicionou-se 20 mL da
solucdo extratora de DTPA, tamparam-se os frascos, agitou-se por 2 h a 220 rpm em
mesa de agitacdo e filtrou-se a suspensdo. As determinagdes de Cu, Fe, Mn e Zn nos

extratos foram realizadas em no maximo 24 h (Van RAIJ et al., 2001).

Avaliag¢do das condigoes de operagdo do ICP OES

Para otimizar as condi¢des de operacdo do ICP OES foram realizados estudos
quimiométricos. Foi montado um planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto
central mais estrela composto de 17 experimentos, sendo que cada variavel foi
avaliada em dois niveis: superior (+) e inferior (-). As varidveis utilizadas e os
intervalos avaliados foram: a poténcia de radio freqiiéncia entre 0,7 ¢ 1,4 kW, a vazao
do gas de nebulizagio entre 0,6 ¢ 1,4 L min™ e a altura de observagio entre 4 ¢ 20 mm

(Tabela 2.6). As respostas avaliadas foram: razdo Mg(Il)/Mg(I), LOD e SBR. Para
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esse experimento, solucdes de referéncia em meio de HNO; 0,14 mol L'e solugao
extratora de DTPA contendo Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
P, Pb, S, Se, Si, V e Zn foram preparadas em concentragdes 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0,
10,0 e 40 mg L. As intensidades de radiacdo emitidas foram obtidas e utilizadas nos
calculos para as avaliagdes. Solugdes nas mesmas concentragdes foram utilizadas para
a determinacdo da concentragdo dos analitos nos digeridos das amostras de materiais

de referéncia.

TABELA 2.6 - Planejamento fatorial 2° mais estrela com triplicata do ponto central

montado para investigacao das condi¢des de operacao do ICP OES.

Experimento Poténcia (kW) Vazio (L min™) Altura (mm)
1 0 1,05 -1,68 0,6 0 12
2 - 0,7 + 1,4 - 4
3 + 1,4 - 0,6 + 20
4 0 1,05 +1,68 1,4 0 12
5 + 1,4 + 1.4 + 20
6 0 1,05 0 1,0 0 12
7 +1,68 1,4 0 1,0 0 12
8 0 1,05 0 1,0 0 12
9 - 0,7 + 1,4 + 20
10 1,05 0 1,0 +1,68 20
11 + 1,4 + 1,4 - 4
12 - 0,7 - 0,6 - 4
13 - 0,7 - 0,6 + 20
14 0 1,05 0 1,0 0 12
15 0 1,05 0 1,0 -1,68 4
16 + 1,4 - 0,6 - 4
17 -1,68 0,7 0 1,0 0 12

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados considerando-se a
concentragdo do analito que produz um sinal liquido (altura de pico) equivalente a

intensidade do sinal de fundo (BEC). As equagdes envolvidas no calculo do BEC,
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foram deduzidas conforme sugerido pela IUPAC (1978) e por THOMSEN et al.
(2000):
O BEC ¢ calculado pela equacao:

BEC = (CH x IB)/(IH - IB)

Onde;
Cy ¢ a concentragao da solucao de referéncia mais concentrada,
I ¢ a intensidade do branco analitico,

I € a intensidade de emissao da referéncia mais concentrada

O limite de detec¢dao (LOD), considerando-se o BEC, ¢ calculado aplicando-se

a formula:

LOD = (3 x RSDB x BEC) x 100.

Onde, o RSDg ¢ o desvio padrao relativo do branco.

O limite de quantificacao (LOQ) ¢ calculado aplicando-se a formula:

LOQ = (10 x RSDB x BEC) x 100.

A sensibilidade do método para cada analito nos comprimentos de onda
avaliados foi calculada a partir do coeficiente angular da reta de calibracao, como
recomenda a [UPAC. Isso porque os experimentos do planejamento ndo foram

realizados em replicatas.
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2.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Em muitos laboratérios dedicados a andlise de amostras de solo e material
vegetal visando o fornecimento de resultado que ajudem na tomada de decisdo a
respeito de fertilidade ou valor nutricional, um grande nimero de amostra ¢ analisado
anualmente. As principais amostras analisadas e respectivos elementos determinados
sao:

1) Solos: Cu, Fe, Mn e Zn extraidos com solugdo extratora de DTPA a pH
7,3, normalmente quantificado por FAAS;

2) material vegetal: Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, digeridos via imida
em bloco digestor com mistura nitrico-perclérica (solugdo 4:1 v v'') e normalmente
quantificados por FAAS (Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn); fotometria de chama (K e
Na), espectrofotometria de absor¢do molecular (P e B), turbidimetria com cloreto de
bario (S-SO4¥). No caso da determinagio de boro, normalmente é feita extragdo via
seca e recuperagao em meio de HCI diluido.

Neste trabalho serdo discutidas as condigdes de realizacdo das determinagdes
por ICP OES. Parametros como limites de detec¢ao e determinacdo, sensibilidade,
faixa linear de trabalho e suscetibilidade a interferéncias devem ser previamente
avaliadas para otimizac¢ao do uso do equipamento.

A espectrometria de emissdao com fonte de plasma se estabeleceu como uma
técnica popular devido a menor suscetibilidade as interferéncias de matriz, decorrentes
em func¢do das altas temperaturas atingidas pelo plasma. Quanto maior a temperatura,
menor as interferéncias matriciais. A maior temperatura ¢ atingida com o aumento da
poténcia aplicada. Quanto maior a poténcia, maior o desgaste de acessorios como
tocha, desestabilizagdo da fonte de radio freqiiéncia, etc. Portanto, estabelecer as
condi¢des de operagdao do ICP OES ¢ fundamental para sua operacionalizagdo. A
proposta de avaliar as condi¢des de operagdao visou propor condigdes para que todas

essas determinacOes sejam realizadas por ICP OES.
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2.4.1 - Planejamento fatorial e razio MgII/Mgl como ferramenta de

diagnostico do plasma

Para se avaliar o comportamento do espectrometro utilizado foi realizado um
planejamento fatorial variando-se a poténcia, a vazao do gas de nebulizagdo e a altura
de observagao, sendo obtido como respostas a razao Mgll/Mgl, os limites de detec¢do
para cada elemento avaliado e a razdo sinal/sinal de fundo.

A superficie de resposta obtida (Figura 2.2) mostrou que quanto maior a
poténcia e menor a vazao do géas de nebulizacdo, maior a razdo Mgll/Mgl e, portanto,
maior a robustez do plasma (menor suscetibilidade a efeitos matriciais). Esse
comportamento ja havia sido observado por MERMET, (1991) e também ja podia ser
suposto a partir de experimentos realizados por HUANG et al., (1997). E importante
ressaltar que todos os valores da razao Mg II/Mg 1 apresentados nesta tese foram
multiplicados pelo fator 1,8 citado na literatura (DENNAUD et al., 2001). Pode-se
observar ainda que tanto em meio de DTPA (Figura 2.2 a) como em meio de HNO;
0,14 mol L™ (Figura 2.2 b), os perfis das superficies sdo semelhantes e sio obtidas
similares razdes Mgll/Mgl, indicando que o plasma apresenta processos de atomizagdo
e ionizagdo similares nos dois meios. Porém, a poténcia aplicada e principalmente o
tempo de residéncia sdo fatores determinantes da magnitude de ocorréncia desses

Processos.
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FIGURA 2.2 - Superficie de resposta obtida com plasma operado utilizando camara de
nebulizagcdo Sturman-Masters ¢ nebulizador ranhura em V. Solu¢des em meio de (a)
DTPA e (b) HNO; 0,14 L. Altura de observacio de 8 mm. Didmetro interno do tubo

central da tocha de 1,8 mm.

Analisando os graficos de efeitos principais (Figura 2.3), obtidos a partir dos
resultados do planejamento, ¢ possivel observar que o parametro mais importante para
a obten¢ao de maiores razoes Mgll/Mgl € a vazao do gas de nebulizagdo, tanto para as
solugdes em meio DTPA (Figura 2.3 a) como para o meio HNOj; (Figura 2.3 b).
Vazdes menores do gas de nebulizagdo aumentam o tempo de residéncia do analito no

plasma, possibilitando eficientes processos de atomizacdo, excitagdo e ionizagao.
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Portanto, diminuindo a vazdo do gas de nebulizagdo e mantendo uma poténcia
intermediaria € possivel se trabalhar com um plasma relativamente robusto. A altura
de observagdo nao apresentou influéncia significativa para nenhum dos dois meios
avaliados. Os resultados apresentados nos graficos estdo de acordo com os resultados
apresentados por MERMET (1991) em experimentos realizados de forma univariada.

A razao Mgll/Mgl tem sido empregada na maioria dos trabalhos realizados
visando diagnostico de condigdes de operagdao do ICP OES (MERMET, 1991; SILVA
et al., 2002; TREVIZAN et al, 2005; GROTTI et al., 2006). A razao Mgll/Mgl ¢
usada como critério para avaliar a robustez de uma plasma. O conceito de robustez foi
proposto por MERMET (1989) para representar a eficiéncia de transferéncia de
energia e resposta do plasma a mudancas nas condi¢des de atomizagao e de excitacao
decorrentes da composi¢ao quimica de uma solugdo aspirada.

De acordo com critérios estabelecidos por MERMET & POUSSEL, (1995), os
equipamentos de ICP OES operam em condigdes robustas quando a razdo Mgll/Mgl ¢
maior do que 8 para equipamentos com configuragdo axial e quando a razdo ¢ maior

que 10 para equipamentos com configuragdo radial.
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FIGURA 2.3 - Graficos de efeitos principais mostrando a influéncia dos parametros
avaliados na a razao Mgll/Mgl . Plasma operado utilizando cdmara de nebulizagdo
Sturman-Masters e nebulizador ranhura em V. Solugdes em meio de: a) DTPA; e b)

HNO; 0,14 mol L. Didmetro interno do tubo central da tocha de 1,8 mm.

Vale a pena salientar que robustez em plasma nao deve ser encarada como uma
panacéia que resolve todos os possiveis problemas matriciais. Trabalhar com plasma
operando em condi¢des de elevada poténcia aplicada (>1,3 kW, por exemplo) implica
em desgastes de componentes do instrumento. As condigdes que podem necessitar que
um plasma seja operado em condigdes robustas, de acordo com o conceito proposto
por MERMET, (1989), seriam quando ha mudanca de composi¢ao quimica da solugdo
aspirada. Portanto, cabe a cada usudrio avaliar se realmente ¢ necessario operar o
equipamento em poténcias elevadas.

A altura de observagdo no plasma foi dos trés parametros avaliados o que

apresentou menor influéncia estatistica determinagdo de condi¢des robustas. Isso ndo
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diminui a importancia desse parametro em estudos envolvendo determinagdes por ICP
OES, uma vez que a robustez ¢ calculada considerando apenas razdes entre as
intensidades Mgll/Mgl e a emissdo cada elemento responde de forma diferente as
temperaturas do plasma. Além disso, cada plasma tem uma dimensao especifica que
deve ser considerada para estudos investigativos.

Para se avaliar a altura de observagdo de maior intensidade de emissao de
diferentes analitos, foi realizado um experimento variando-se a altura de observagao e
a concentracdo acida. A altura de observacdo de 8 mm foi a que apresentou maior
intensidade de emissdo para a maioria dos elementos € comprimentos de onda
avaliados, sendo essa altura a escolhida para os demais experimentos. A intensidade de
emissdo dos elementos em meio 4cido nitrico 1,4 mol L™ foi relativamente maior que
a intensidade de emissio desses elementos em meio de HNO; 0,14 mol L™, A presenga
de maior densidade eletronica e ions no plasma oriundos da maior concentragdo acida
pode aumentar a transferéncia de energia do plasma, como ja demonstrado e discutido
por BATAL & MERMET (1982), GOLDWASSER & MERMET (1986) e MERMET
(1991).

A partir do planejamento fatorial empregado foram calculados os limites de
deteccdo quando se varia a poténcia aplicada, a vazao do gas de nebulizagdo e a altura
de observacao. A Figura 2.4 mostra o grafico de efeitos principais para a obtencdo do
limite de deteccao do (a) Cu e (b) Al, quando foram avaliados os parametros poténcia,
vazao ¢ altura de observagao. Para ambos os elementos menores limites de detecgao
foram obtidos com o aumento da poténcia até ~1,2 kW. Ja com relagdo aos parametros
vazdo ¢ altura de observagdo, foram observados comportamentos totalmente
antagonicos, indicando que em casos como esses e se o limite de deteccdo for um fator
critico para determinagdes multielementares, uma condi¢ao de poténcia, vazao e altura

intermedidrias pode ser uma alternativa vidvel.
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FIGURA 2.4 - Grafico de efeitos principais mostrando a influéncia dos parametros
poténcia aplicada, vazdo do gas de nebulizacdo e altura de observagao sobre o limite
de detecgdo para o Cu e para o Al. Plasma operado utilizando camara de nebulizagao
Sturman-Masters e nebulizador ranhura em V. solu¢cdes em meio de HNO; 0,14 mol L~

! Diametro interno do tubo central da tocha de 1,8 mm.

Na Tabela 2.7 sao apresentados os LOD’s determinados para o ICP OES
operado nas condi¢des do experimento N° 2 (0,7 kW de poténcia ¢ 1,4 L min"' de
vazao de gas de nebulizagdo) e do experimento N° 16 (1,4 kW de poténcia e 0,7 L
min"' de vazdo do gis de nebulizagio), do planejamento fatorial, sendo essas
condigdes sdao consideradas nao robustas e robustas, respectivamente, de acordo com a
definicdo de robustez proposta por MERMET, (1991). Os resultados apresentados na
Tabela 2.7 foram obtidos com o plasma operado em condigdes robustas e nao
robustas, como forma de demonstrar que as condi¢des de operacdo podem influenciar
a capacidade de deteccdo do equipamento. Os limites de deteccdo para os analitos em
meio HNO; e DTPA também foram avaliados.

As razdes Mgll/Mgl obtidas para analitos em meio HNO; e DTPA quando o
equipamento foi operado a 1,4 kW de poténcia e 0,7 L min" de gas de nebulizago
foram iguais a 12,1 e 12,0 respectivamente. Portanto, condi¢cdes robustas. No entanto,
quando o equipamento foi operado a 0,7 kW de poténcia e 1,4 L min™ de gas de
nebulizagdo as razdes Mgll/Mgl obtidas para analitos em meio HNO; e DTPA foram
respectivamente 0,41 e 0,40 respectivamente, confirmando que o plasma estava nao

robusto.
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Quando o equipamento foi operado em condi¢cdes robustas, os LOD’s
geralmente foram relativamente inferiores aos limites determinados quando o
equipamento foi operado em condi¢des ndo robustas (Tabela 2.7) exceto para K e Na,
que sdo elementos facilmente ionizaveis e nao precisam de temperaturas e de tempo de
residéncia elevados para ionizacdo e excitacdo. Ainda nas condi¢des nao robustas e
considerando a faixa de concentracao estudada, 0 a 40 mg L'l, nao foi possivel obter
curva de calibracdo e conseqiientemente LOD’s para as linhas de Al(Il) 237,312;
Co(Il) 238,892; Co(Il) 228,615; Cr(I) 205,560; Fe(Il) 259,540; Mn(Il) 260,568;
Mo(II) 204,598; NI(II) 231,604; Pb(II) 220,553; Se(I) 203,985, V(II) 309,310 e Zn (II)
26,200 para os analitos tanto em meio de HNO; como em meio de DTPA, bem como
para as linhas de Cd(Il) 214,439, Cr(Il) 267,716; Fe(Il) 238,204; Ni(II) 216,555, Pb(I)
217,000 e Se(I) 196,026 no meio de DTPA.

Outro aspecto avaliado e que também est4 apresentado na Tabela 2.7 foi o meio
em que se encontravam os analitos. Dentre os meios avaliados, HNO; e DTPA, pode-
se observar que: para a maioria dos analitos, o emprego de HNOj; apresentou LOD’s
inferiores, fato ja esperado, pois a complexidade do DTPA e a presenca do Ca em
elevadas concentragdes (~400 mg L de Ca™") apresentam elevagio do sinal de fundo
e conseqiiente elevacao dos valores dos limites de deteccao. Em meio de DTPA e em
condicdes nao robustas, K e Na apresentaram LOD’s relativamente proximos aos
limites apresentados quando em meio de HNO; 0,14 mol L'l, indicando mais uma vez
que a melhor condig¢do para determinar baixas concentragdes de K ¢ Na sdo de menor
poténcia e maior vazdo. Também deve ser enfatizada a diferenca entre os valores
observados em fun¢do dos diferentes comprimentos de onda avaliados. A energia de
excitacao e ionizacao de cada linha avaliada também pode influenciar na obtencao dos

LOS’s.
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TABELA 2.7 - Limites de deteccdao avaliados com plasma operado em condi¢des
robustas (1,4 kW de poténcia e 0,7 L min™' de gas de nebulizacio) e em condi¢des nio
robustas (0,7 kW de poténcia e 1,4 L min" de gas de nebulizagio) e altura de
observagao em 8 mm. Analitos em meio de solugao extratora DTPA ¢ em meio HNO;

0,14 mol L.

Comp. de LOD (mg L™
onda (nm) Robustas Niao Robustas
HNO; DTPA HNO; DTPA
Al(D) 396,152 0,04 0,09 0,12 0,48
AI(I) 237,312 0,44 0,13 nd nd
B() 249,772 0,06 0,03 1,10 0,19
B() 249,678 0,07 0,03 1,30 0,29
Ba(II) 455,403 0,02 0,02 0,13 0,03
Ba(II) 493,408 0,02 0,02 0,18 0,05
Ca(Il) 396,847 0,02 nd 0,04 nd
Ca(l) 422,673 0,06 nd 0,03 nd
Cddn) 214,439 0,10 0,01 4,11 nd
Cd(D) 226,505 0,08 0,02 18,1 6,9
Co(II) 238,892 0,27 0,85 nd nd
Co(II) 228,615 0,08 1,35 nd nd
Cr(I) 267,716 0,04 0,02 2,33 nd
Cr(II) 205,560 0,06 0,09 nd nd
Cu(l) 327,395 0,04 0,07 0,06 0,19
Cu(l) 324,754 0,03 0,08 0,07 0,15
Fe(Il) 238,204 0,04 0,07 16,6 nd
Fe(II) 259,940 0,06 0,10 nd nd
K(I) 766,491 0,83 0,94 0,03 0,07
K(I) 769,897 1,60 1,36 0,11 0,09
MgdIl) 280,270 0,02 0,08 2,52 2,44
Mg(I) 285,213 0,02 0,08 0,25 0,29

(I) e (I1): linhas de emissao atdmicas e iOnicas, respectivamente.
nd: ndo determinado dentro da faixa de concentracdo avaliada, por ndo ter sido
possivel a constru¢do de uma curva de calibragdo para as linhas nas condic¢des

estudadas.
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Continuacao da Tabela 2.7.

Comp. de LOD (mg L")
onda (nm) Robusto Niao Robusto
HNO; DTPA HNO; DTPA
Mn(IT) 257,610 0,02 0,07 1,60 0,58
Mn(IT) 260,568 0,03 0,07 nd 12,8
Mo(IT) 202,032 0,32 0,05 28,0 nd
Mo(IT) 204,598 0,24 0,15 nd nd
Na(I) 589,592 0,03 2,42 0,02 0,06
Na(I) 588,995 0,10 2,58 0,03 0,08
Ni(II) 231,604 0,11 0,10 nd 25,13
Ni(IT) 216,555 0,16 0,03 4,56 nd
P(I) 213,618 0,39 0,23 1,64 5,11
P(I) 178,222 nd 2,28 6,15 6,74
Pb(II) 220,553 1,10 0,07 nd nd
Pb(I) 217,000 1,07 0,96 3,94 nd
SD) 181,972 nd 0,45 9,11 33,07
S 180,669 nd 3,11 19,89 nd
Se(I) 196,026 4,19 0,32 9,16 nd
Se(I) 203,985 1,37 0,90 nd nd
Si(I) 251,611 0,05 0,07 0,96 0,82
Si(I) 288,158 0,05 0,08 0,36 1,26
V(1) 292,401 0,06 0,02 16,77 11,98
V(I) 309,310 0,03 0,03 nd 0,00
Zn(I) 213,857 0,03 0,07 0,46 0,38
Zn(I1) 206,200 0,09 0,12 nd nd

(D e (II): linhas de emissdo atdmicas e idnicas, respectivamente.

nd: ndo determinado dentro da faixa de concentragdo avaliada, por ndo ter sido

possivel a construgdo de uma curva de calibracdo para as linhas nas condi¢des

estudadas.
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A sensibilidade foi outro parametro importante investigado no planejamento
fatorial quando o plasma foi operado em condigdes robustas € nao robustas, com o0s
analitos em meio de HNO; 0,14 mol L™ e em meio de DTPA.

Comparando-se condicdoes de operagao (Tabela 2.8), percebe-se que em
condi¢cdes nao robustas hda um ganho de sensibilidade para as linhas atémicas dos
elementos facilmente ionizaveis, quando comparadas com a sensibilidade para as
mesmas linhas, mas com o plasma operado em condig¢des robustas.

Quando a comparagdo ¢ em relacdo ao meio que os analitos se encontram, as
sensibilidades s3o proximas, porém maiores para a maioria dos elementos e
comprimentos de onda quando o meio ¢ HNO3 0,14 mol L.

Portanto, a sensibilidade ¢ mais influenciada pelas condi¢des de operagao que
pelo meio em que se encontra o analito. Vale ressaltar que, procurando-se adequar as
condi¢des de operagdo, avaliaram-se duas condi¢gdes extremas de operagdo, fato que

aumentou a relevancia desse parametro.
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TABELA 2.8. Sensibilidades obtidas com plasma operado em condig¢des robustas (1,3
kW de poténcia e 0,7 L min"' de gas de nebulizacdo) e em condig¢des ndo robustas (1,3
kW e 0,7 L min™) e altura de observacio 8 mm. Analitos em meio de solucio extrato

da DTPA e em meio de HNO; 0,14 mol L.

Comp. de Sensibilidade em (CPS.L.mg D)
onda (nm) Robusto Niao Robusto
HNO; DTPA HNO; DTPA
Al(T) 396,152 2149 1926 118 126
Al(I) 237,312 144 129 nd nd
B() 249,772 2997 2650 15 128
B() 249,678 1398 1214 8,7 92
Ba(1l) 455,403 163413 142840 126 622
Ba(II) 493,408 18961 67526 85 412
Ca(Il) 396,847 324278 nd 776 nd
Ca(l) 422,673 1372 nd 1524 nd
CddI) 214,439 2136 2530 1,67 nd
Cd(D) 226,505 4020 3296 1,65 12
Co(II) 238,892 1233 nd nd nd
Co(II) 228,615 1227 nd nd nd
Cr(IT) 267,716 3686 2932 1,10 nd
Cr(II) 205,560 853 783 nd nd
Cu(l) 327,395 3480 3094 279 330
Cu(l) 324,754 3737 3657 289 377
Fe(Il) 238,204 3653 2666 4,32 4,2
Fe(ID) 259,940 1304 1057 Nd 3.4
K(I) 766,491 429 360 3102 3040
K(I) 769,897 322 277 2274 2216
Mg(ll) 280,270 23300 18527 15 2063
Mg(I) 285,213 3246 2836 111 136

(D e (II): linhas de emissdo atdmicas e idnicas, respectivamente.

nd: ndo determinado dentro da faixa de concentragdo avaliada.
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Continuagao da Tabela 2.8

Comp. de Sensibilidade (CPS.L.mg )
onda (nm) Robusto Nao Robusto
HNO; DTPA HNO; DTPA
Mn(I1) 257,610 34803 27844 32 44
Mn(I1) 260,568 2638 2073 nd 3,58
Mo(1I) 202,032 738 715 nd nd
Mo(II) 204,598 173 338 nd nd

Na(I) 589,592 13807 7290 48504 29821
Na(I) 588,995 28991 14830 27978 50184

Ni(ll) 231,604 407 327 nd nd
Ni(ll) 216,555 710 553 1,88 nd
P(I) 213,618 142 130 4,67 3,65
P(I) 178,222 0,19 13 0,75 1,68
PbIl) 220,553 209 186 nd nd
Pbd) 217,000 67 67 1,12 nd
S(I) 181,972 1,36 46 1,97 2,18
S(I) 180,669 nd 20 0,44 2,79
Se(I) 196,026 77 92 1,49 28
Se(I) 203,985 62 76 nd 30
Si(T) 251,611 382 316 11 17
Si(T) 288,158 1386 1114 53 60
V() 292,401 4843 3869 3,16 28
V(a) 309310 2881 2410 1,08 12
Zn(I) 213,857 2768 2475 29 31
Zn(ll) 206,200 630 494 nd 0,79

() e (IT): linhas de emissdo atdmicas e idnicas, respectivamente.

nd: ndo determinado dentro da faixa de concentracao avaliada.



Resultados e Discussdo 34

Os resultados, discutidos a partir das respostas do planejamento fatorial,
permitem concluir que uma condi¢do apropriada para andlises de rotina realizada no
equipamento avaliado, considerando a necessidade de conciliar LOD, sensibilidade e
estabilidade do plasma, seria uma condi¢do intermediaria, que pudesse garantir a
estabilidade do plasma durante as determinagdes. As condigdes estabelecidas foram as
equivalentes ao experimento N° 1 do planejamento: 1,05 kW de poténcia aplicada, 0,6
L min" de gas de nebuliza¢io, mas com altura de observacio igual a 8 mm. Essa
condigdo foi escolhida por levar a uma condi¢do de um plasma relativamente robusto,
com razoes Mg(Il)/Mg(I) igual a aproximadamente 7 para as diferentes amostras
analisadas. Além disso, essa condicao apresenta potencial para atender as necessidades

das analises em termos de LOD’s e sensibilidade.

2.4.2 — Faixa linear de calibracao

A faixa linear de calibragdo foi avaliada no intervalo de concentragao de 0,1 até
2000 mg L para Al, Co, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn. Apesar de ndo ter sido observada
perda de linearidade para a maioria das linhas espectrais, solugdes com concentragdes
superiores a 2000 mg L' ndo foram avaliadas, tendo em vista que as solu¢des foram
preparadas a partir de sais e o elevado teor de solidos dissolvidos poderia interferir
nas analises.

A faixa linear mostrada na Tabela 2.9 apresenta somente os pontos
experimentais maiores que o limite de quantificacdo. A faixa de calibragdo foi
considerada linear até o ponto maximo cujo coeficiente de correlagio calculado (%) foi
maior que 0,99.

Para avaliagdo da faixa linear foram escolhidas as condi¢des de operagdao do
equipamento estabelecidas como robustas (1,3 kW de poténcia e 0,6 L min™ de vazio
de gas de nebulizac¢io) e ndo robustas (0,9 kW de poténcia e 1,0 L min"' de vazio de
gas de nebulizagdo) e altura de observacao de 8 mm, para os dois casos.

Para cada elemento, ha pelo menos um comprimento de onda que apresentou
comportamento linear até 2000 mg L™ (Tabela 2.9). Os elementos que nio permitiram

a calibracio até 2000 mg L™ sdo, na maioria, os que apresentavam menores limites de
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deteccdo. Nesse caso, se o analista desejar determinar um analito cuja concentragdao
estiver fora do limite superior ou inferior de um dos comprimentos de onda, poderia
optar por calibrar o equipamento para mais de um comprimento de onda, o que ¢
permitido para a maioria dos softwares dos equipamentos disponiveis. Mas essa
alternativa so sera viavel se a concentracdo a ser determinada estiver acima do limite
de quantificagdo para aquele analito.

Ainda de acordo com os resultados apresentados na Tabela 2.9, pode-se
verificar que as condi¢des de operacdo do equipamento afetam a faixa linear de
calibragdo bem como os limites de deteccao e quantificagdo do equipamento.

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da faixa linear de calibracao
ressaltam a possibilidade de trabalhar em amplas faixas lineares de calibracdo para
varios elementos simultaneamente. Com isso, ¢ possivel se determinar os analitos em
diferentes concentracdes sem a necessidade de dilui¢des excessivas, diminuindo o
tempo de andlise, a producdo de residuos e os custos. Essa ¢ uma das caracteristicas
vantajosas que torna os espectrometros de emissdo com fonte de plasma uma Otima

ferramenta em laboratorios de rotina.
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TABELA 2.9 - Faixa linear de calibragdo avaliada com plasma operado em condi¢des
robustas (1,3 kW de poténcia e 0,6 L min™' de gas de nebulizacio) e em condi¢des nio
robustas (0,9 kW de poténcia e 1,0 L min™' de vazdo de gas de nebulizagio). Altura de

observagao igual a 8 mm.

Comp. de onda 1,3 kW; 0,6 L min™ 0,9 kW; 1,0 L min™
Elemento Linearidade r Linearidade r
(nm)
(mg L) (mg L)
Al 236,705 0,26 - 2000 0,998 0,89 — 1500 0,997
Al 237,312 0,15 -2000 0,998 1,17 - 2000 0,999
Al 394,401 0,10 - 2000 0,999 0,76 — 2000 0,999
Al 396,152 0,03 - 2000 0,998 0,80 — 2000 0,999
Co 228,615 0,06 - 2000 0,999 0,43 —2000 0,997
Co 230,786 0,07 - 2000 0,999 - <0,99
Co 231,160 0,17 - 2000 0,999 1,52 —-2000 0,996
Co 237,863 0,01 - 2000 0,999 - <0,99
Co 238,892 0,05 - 2000 0,999 0,31 -2000 0,996
Cu 213,598 0,07 - 2000 0,999 1,08 — 2000 0,996
Cu 223,009 0,06 - 2000 0,999 0,95 —2000 0,997
Cu 224,700 0,08 - 2000 0,999 1,10 —2000 0,996
Cu 324,754 0,02 - 2000 0,999 0,00 —2000 0,997
Cu 327,395 0,02 - 2000 0,999 0,00 — 2000 0,999
Fe 234,350 0,11 -2000 0,998 0,94 — 2000 0,998
Fe 238,204 0,04 - 2000 0,996 1,49 — 2000 0,993
Fe 239,563 0,15 -2000 0,993 1,31 -2000 0,997
Fe 259,940 0,05 - 2000 0,996 0,45 -2000 0,995
Fe 261,187 0,05 - 2000 0,998 1,32 -2000 0,997
Fe 273,358 1,27 - 2000 0,998 0,79 — 2000 0,999

Fe 373,699 0,50 - 1000 0,999 0,76 — 2000 0,994




Resultados e Discussdo 37

Continuacao da Tabela 2.9.

Comp. de onda Condigoes robustas Condic¢des nao robustas
Elemento *Linearidade r *Linearidade r
(nm) 1 -1
(mg L) (mg L")

K 344.637 3,45 -1000 0,997 7,48 - 1000 0,994
K 344.738 - <0,99 16,5 - 1000 0,999
K 766,491 0,03 - 100 0,999 1,04 - 2000 0,999
K 769,897 0,41 - 2000 0,9928 0,94 - 2000 0,999
Mg 279,078 0,08 - 1000 0,999 0,97 - 400 0,992
Mg 279.553 0,003 - 100 0,999 0,00 - 100 0,999
Mg 279.800 0,03 - 1000 0,999 0,68 - 400 0,992
Mg 280,270 0,003 - 200 0,997 0,00 - 200 0,994
Mg 383,829 0,05 - 1000 0,997 0,96 - 1000 0,999
Na 330,237 2,54 - 2000 0,998 3,81 - 2000 0,999
Na 330.298 2,28 - 2000 0,999 2,16 - 2000 0,999
Na 568,821 7,20 - 2000 0,999 1,11 - 2000 0,999
Na 588,592 0,05 - 2000 0,998 0,00 - 2000 0,999
Na 589,592 0,05 - 2000 0,998 0,00 - 2000 0,999
Na 616,075 22,6 - 2000 0,999 3,97 - 2000 0,999
Zn 202,548 32,9 - 400 0,996 0,97 - 2000 0,997
Zn 206,200 114 - 1500 0,997 1,31 - 2000 0,999
Zn 213,857 0,03 - 400 0,996 1,08 - 600 0,996
Zn 330,258 0,80 - 2000 0,999 12,6 - 2000 0,998
Zn 334,502 0,14 - 2000 0,9999 1,08 - 2000 0,998

*O primeiro ponto da faixa linear de calibragdo foi obtido a partir do LOD, sendo o limite de

deteccao calculado considerando-se o BEC.
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2.4.3 — Robustez do plasma

A robustez do plasma mediante presenga dos extratos analisados foi avaliada
medindo-se as razdes Mgll/Mg quando solugdes de referéncia e extratos de amostras
de farinha de trigo, milho e solo submetidas a digestdo e solo submetido a extragdao
com DTPA foram introduzidos no plasma. Nesse estudo, as solu¢des de referéncia
foram preparadas no mesmo meio e concentracdo 4acida que as amostras foram
digeridas ou, no mesmo meio que foram realizadas as extracdes no caso da extragdo
com DTPA. Assim as solugdes de referéncia continham os analitos adicionados e os
extratos das amostras continham os analitos e mais outras espécies disponibilizadas
durante a digestdo ou extragdo, sendo que o efeito das solugdes de referéncia sobre as
propriedades do plasma pode ser diferente dos efeitos dos extratos das digestdes ou
extracoes.

Na Figura 2.5 ¢ possivel verificar que, exceto para o extrato da amostra de solo
em meio de DTPA, ndo houve variagdo significativa da razdo Mgll/Mgl quando a
composicao da matriz variou das solugdes de referéncia para os extratos das amostras.
As variagdes poderiam ser significativas se a concentracdo de elementos facilmente
1onizaveis (ou o somatorio desses elementos) que estdo presentes em concentragoes
relativamente elevadas nesse tipo de amostra provocasse mudancas significativas na
transferéncia de energia da periferia para o centro do plasma.

No caso dos solos extraidos em meio de DTPA ocorreu variagdo da razao
Mgll/Mgl de ~ 6,5 para ~ 7,8, quando comparados as solugdes analiticas e os extratos.
As solugdes analiticas eram compostas apenas pelos analitos em meio de DTPA,
enquanto que os extratos continham ainda as espécies extraidas da matriz da amostra.
A variagdo da razdo pode ser resultante da presenca de elementos facilmente
ionizdveis ou da matéria organica, que provocam alteragcdes na energia do plasma. Se a
recuperacdo dos analitos em amostras controle ou material de referéncia certificado
nao for eficiente, deve-se considerar a possibilidade de elevar a poténcia aplicada para

essa matriz.
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[0,5 - 10,0]: solugdes de referéncia (mg/L) e 1 - 7: amostras

FIGURA 2.5 - Razdes Mgll/Mgl obtidos com plasma operado com poténcia de 1,05
kW, vaziao do gas de nebulizacdo de 0,6 L min'l, 8 mm de altura de observacao,
camara de nebulizacdo Sturman-Masters, nebulizador ranhura em V e diametro interno
do tubo central da tocha de 1,8 mm. [0,5] a [10,0]: concentracdo das solugdes de

referéncia (mg L™'); 1 a 7: extratos das amostras submetidas a digestdo ou extracio.

2.4.4 — Estabilidade do plasma

A estabilidade do plasma durante longo periodo foi avaliada medindo-se intensidades
relativas das linhas de emissdo argonio ao longo da determinagdo dos analitos nos
extratos dos digeridos ou extraidos das amostras nos diferentes meios. Esse estudo foi
realizado objetivando determinar o intervalo de tempo necessario para recalibrar o
equipamento ao longo das determinagdes uma vez que em analises de rotina quando se
faz medidas de um elevado nimero de amostras pode ser necessario a recalibragao do
equipamento durante as determinagdes.

Na Figura 2.6 sio mostrados as intensidades relativas das linhas de emissao de Ar
404,442 e 404,597, durante a determinacdo dos analitos em extratos de digeridos de
material certificado em meio de HNOs;+H,0, com plasma operado nas condicoes: 1,05
kW de poténcia, 0,6 L min” de gas de nebulizagao e 8 mm de altura de observagao,
que possibilitou a obtengdo de uma razio Mgll/Mgl aproximadamente igual a 7. E

possivel verificar que a partir de aproximadamente 55 determinacdes hd uma variagao
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nas intensidades relativas de emissdo que pode indicar a necessidade de recalibragdo
do equipamento para assegurar que os resultados obtidos sejam confidveis. Para a
determinacdo de Cu, Fe, Mn ¢ Zn em meio de DTPA, as flutuagdes de intensidade

relativa foram observadas a partir de 40 determinagdes.

\ ——Ar404.442 Ar404.597
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FIGURA 2.6 — Intensidade de emissao relativa das linas de Ar durante a determinacgao
analitos em extratos de digeridos de material certificado em meio de HNO;+H,0,.
Condigdes de operagdo: poténcia de 1,05 kW, vazao do gas de nebulizagdao de 0,6 L
min”, 8 mm de altura de observacdo, cdmara de nebulizacdo Sturman Master,

nebulizador V-Groove.

2.4.5 — Sistema de introducao de amostra

Dois sistemas de introducdo de amostras foram testados neste trabalho: a)
camara ciclonica com nebulizador concéntrico; € b) camara Sturman-Masters com
nebulizador do tipo ranhura em V. As duas camaras t€ém como caracteristica comum o
fato de serem camaras ciclonicas, porém a camara Sturman-Masters ¢ um camara de
passo duplo, enquanto a ciclonica ¢ uma camara de passo simples. O nebulizador
concéntrico ¢ indicado para amostras com baixos teores de solidos dissolvidos (< 8 %

m/v) e sem a presenca de solido em suspensdo. O nebulizador do tipo ranhura em V
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suporta maior quantidade de so6lidos dissolvidos e suspensdes, ¢ resistente a acido
fluoridrico e bases fortes, mas ¢ considerado limitado devido a degradagdao do LOD e
da sensibilidade (GAINES, 2005).

Os resultados apresentados na Tabela 2.10 mostram que o desempenho de
ambos os sistemas foi semelhante, tanto em relacdo aos LOD’s quanto em relagao a
sensibilidade, o que ¢ uma discordancia em relagdo a informagdes da literatura, que o
nebulizador ranhura em V degradaria o LOD e a sensibilidade (GAINES, 2005). A
camara Sturman-Masters avaliada, por ser de passo duplo, pode favorecer a selecao do
aerossol, de modo que apenas as goticulas de pequenos didmetros sejam direcionadas
ao plasma. Essa pode ser a explicacdo para a obten¢do de sensibilidades e LOD’s
similares para as duas camaras, o que favorece o uso do conjunto camara Sturman-
Masters e nebulizador ranhura em V, ndo tdo dependente em termos de solidos
dissolvidos. Nos extratos de amostras de solo extraidos com DTPA e digeridos por via
umida, ¢ comum a presenca de particulas solidas decantadas e em suspensdo. Essas
amostras nao sao apropriadas para introducdo empregando nebulizador concéntrico,
pois podera entupir o nebulizador.

As caracteristicas do aerossol que atinge o plasma podem influenciar na
distribuicdo da energia da borda para o centro do plasma e sdo determinantes para a
obtencao de parametros como LOD, sensibilidade e repetibilidade (DUBUISSON et
al., 1997, GROTTI et al., 2006, GOMEZ et al., 2006, GAINES, 2005, IGLESIAS et
al., 2004).
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TABELA 2.10 - Comparacao do desempenho de sistemas de introdugdo de amostra:
camara ciclonica e nebulizador concéntrico; camara Sturman-Masters e nebulizador
ranhura em V. Sensibilidades e LOD’s para analitos em meio de HNO; 0,14 mol L
com plasma operado em condi¢des a 1,05 kW de poténcia e 0,6 L min™ de gas de
nebulizagdo e 8 mm de altura de observagio. Taxas de nebulizagdo 1,0 e 4,0 mL min™

e razdo Mgll/Mgl 8,1 e 7,2 respectivamente.

Comp. de Camara ciclonica e Camara Sturman-
onda nebulizador concéntrico Masters e nebulizador
(nm) (ranhura em V)

LOD Sensibilidade LOD Sensibilidade
(mgL™") (CPSL.mg™) (mgL') (CPS.L.mg™)

Al 396,152 0,06 2095 0,02 2058
Al 237,312 0,32 121 0,21 113
B(I) 249,772 0,04 2182 0,02 2013
B(I) 249,678 0,04 1071 0,02 1028
Ca(Il) 396,847 0,05 250396 0,48 247367
Ca(l) 422,673 0,06 1603 0,29 1564
Cd(I) 214,439 0,02 1262 0,02 1412
cdl) 226,505 0,01 1982 0,01 2209
Co(Il) 238,892 0,04 753 0,03 642
Co(ll) 228,615 0,02 611 0,03 805
Crdl) 267,716 0,02 2068 0,03 2168
Cr(Il) 205,560 0,05 478 0,06 510
Cu(l) 327,395 0,01 3059 0,05 3150
Cu(l) 324,754 0,01 3396 0,04 3122
Fe(I) 238,204 0,07 1779 0,03 1206
Fe(Il) 259,940 0,14 796 0,03 835
K(I) 766,491 0,17 468 1,39 560
K@) 769,897 0,45 340 4,00 380
Mg(Il) 280,270 0,01 14412 0,02 14404
Mg() 285213 0,02 3130 0,01 2993

(D) e (IT): linha de emissdo atomica e i0nica, respectivamente.
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Continua¢ao da Tabela 2.10

Comp. de Camara ciclonica e Camara Sturman-Masters
onda nebulizador concéntrico e nebulizador ranhura em
(nm) \%

LOD Sensibilidade LOD Sensibilidade
(mgL™") (CPS.L.mg™") (mgL") (CPS.L.mg™)

Mn(l) 257,610 0,01 19115 0,01 19836
Mn(Il) 260,568 0,02 1504 0,01 1554
Mo(Il) 202,032 0,07 471 0,08 505
Mo(Il) 204,598 0,08 235 0,12 239
Na(I) 589,592 0,05 4442 0,15 4917
Na() 588,995 0,04 9173 0,31 10034
Ni(ll) 231,604 0,05 206 0,06 221
Ni(I) 216,555 0,03 332 0,02 360
P() 213,618 0,32 80 0,34 96
P() 178,222 2,52 2,11 3,13 11
Pb(I) 220,553 0,50 107 0,19 119
Pb(I) 217,000 0,26 56 0,39 54
Sy 181,972 0,6 32 1,72 37
S(I) 180,669 2,2 15 1,17 16
Se(I) 196,026 nd 2,49 12,75 4,18
Se(I) 203,985 1,23 14,51 4,18 12
VA 292,401 0,02 2950 0,02 3022
V(a) 309310 0,04 1995 0,05 1991
Zn(l) 213,857 0,01 2194 0,02 2264
Zn(ll) 206,200 0,07 270 0,12 272

(I) e (I1): linhas de emissdo atdomica e i0nica, respectivamente. nd: nao determinado
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2.4.6 — Analises de materiais de referéncia

Normalmente em andlises para avaliagdo nutricional de vegetais, nutrientes
como Al, B, Cu, Mn, Fe, Mn, P ¢ Zn em extratos de plantas estdo em concentragdes
relativamente baixas nos extratos dos digeridos, sendo que os LOD’s, os LOQ’s ¢ a
sensibilidade do equipamento em duas condi¢des de operagao foram apresentados nas
Tabelas 2.9 ¢ 2.10. O LOD e o BEC foram calculados conforme sugerido pela [UPAC
(1978) e por THOMSEN et al. (2000), sendo os LOD’s ¢ a sensibilidade relativa do
equipamento para os analitos avaliados em meio de HNOs, agua régia, HNO;+HCIO,
e DTPA determinados para a condi¢do escolhida como adequada para as analises
multielementares.

Nas Tabelas 2.11, 2.12, 2.13 ¢ 2.14, sdo apresentadas os teores dos analitos
determinados em diferentes extratos de materiais de referéncia certificado (NIST) e em
amostra controle (IAC). Alguns analitos avaliados tais como Al em farelo de milho e
Cd, Mo, Ni e Pb em farelo de milho e folha de pessegueiro ndo foram determinados
porque as concentracoes nos extratos encontravam-se abaixo dos limites de
quantificacdo estabelecidos. Os teores dos demais elementos determinados estdo em
concordancia com os valores certificados a um nivel de 95 % de confianca de acordo

com teste ¢ de Student.
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TABELA 2.11 - Concentragdo dos analitos determinados em extratos de digeridos de
material certificado em meio de HNOs+H,0, com plasma operado nas condicoes: 1,05
kW de poténcia, 0,6 L min” de gas de nebulizagdo e 8 mm de altura de observagao.

Razao Mgll/Mgl aproximadamente 7

Comp. de Digestiao em meio de HNO3;+H,0,
onda Folha de pessegueiro Farelo de milho
(nm) (NIST 1547) (NIST 8433)
Determinado  Certificado  Determinado Certificado (mg
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) kg™

Al(D) 396,152 238 + 12 245 £ 8 <6,0 1,01 £0,55

B(I) 249,772 323+1,8 20+2 3,6+ 1,58 2,8+1,2
Ba(II) 455,403 119+3 124+ 4 2,60+ 0,10 2,40+ 0,52
Ca(l) 422,673 13240+ 515* 15600+200 405 + 17 420 + 38
Cd() 226,505 <3,0 0,026%0,003 <3,0 0,012 + 0,005
Cu(I) 324,754 4,02+0,31 3,7+0,4 2,75 £ 0,87 2,47 £0,40
Fe(II) 238,204 2317 218+14 11,6 £ 0,8 14,8 + 1,8

K(I) 766,491 18310+715 * 24300+300 482 + 29 566 £75
Mg(II) 280,270 39871285 4320+80 760 + 42 818 £ 59
Mn(II) 257,610 106+4 98+3 3,03 +£0,35 2,55+0,29
Mo(II) 202,032 <8.,0 0,06+0,08 <38,0 0,252 £ 0,039
Na() 588,995 3247 2442 385 +£26 430 £ 31
Ni(II) 216,555 <3,0 0,69+0,09 <3,0 0,158 + 0,054

P(I) 213,618 1254482 1370£70 15919 171 £ 11
Pb(II) 220,553 <60 0,87%0,03 <60 0,140+0,034

S) 181,972 <60 nd 684 £ 192 860 + 150
V(I) 292,401 <2,0 0,37+0,03 <2,0 0,005 + 0,002
Zn(I) 213,857 16,711+0,24 17,9+0,4 16,72 +£ 0,25 18,6 +2.2

N =4; *diluigdes superiores a 50 vezes.
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TABELA 2.12 - Concentragdao dos analitos determinados em extratos de digeridos de
material certificado em meio de HNO;+HCIO,4, com plasma operado nas condicoes:

1,05 kW de poténcia, 0,6 L min” de gas de nebulizagdo ¢ 8 mm de altura de

observacao.
Comp. de Digestao via imida em meio de HNO3;+HClO4 (4:1 v v
onda Folha de pessegueiro (NIST 1547)
(nm) Determinado (mg k: '1) Certificado (mg kg'l)
g kg
Al(D) 396,152 254+ 16 245 £ 8
Ba(Il) 455,403 109 £ 11 124 + 4
Ca(Il) 396,847 15098+ 863 15600+200
Cu(l) 324,754 4,20 £ 0,64 3,7£0,4
Fe(Il) 238,204 215+7 218+14
K@) 766,491 2235711075 24300£300
Mg(II) 280,270 4008+622 4320180
Mn(II) 257,610 101 +7 98+3
P(I) 213,618 1264184 1370£70
Zn(I) 213,857 17,5+ 0,9 17,9104
N=3.

A determinac¢ao de Cu, Fe, Mn e Zn em meio DTPA foi avaliada utilizando-se 8
tipos diferentes de solo provenientes de programa interlaboratorial coordenado pelo
Instituto Agronomico de Campinas (Ensaio de Proficiéncia IAC para Laboratorios de
Andlise de Solo para Fins Agricolas). Na Tabela 2.13 sdo apresentadas as
concentragdes obtidas, podendo-se verificar a concordancia com o intervalo de
variacdo. Duas condi¢des de operacdo foram avaliadas. Na condi¢do designada por A*
(Tabela 2.13), o plasma foi operado a 1,05 kW de poténcia e 0,6 L min™ de vazio de
gas de nebulizagdo. Nessa condi¢do havia sido constatado que quando a composi¢ao
da solu¢do muda de meio extrator para meio extrator + matriz da amostra, a razao
Mgll/Mgl varia de ~6,8 para ~7,8, indicando alteracdo na transferéncia de energia do
plasma (Figura 2.5).

Na condicao designada como B* (Tabela 2.13), houve elevacdo da poténcia de
1,05 kW para 1,15 kW. Limites de deteccao semelhantes, melhora na sensibilidade e
diminui¢ao dos desvios padrao foram observados para todos os elementos, sendo que

os valores encontrados estao dentro do intervalo de variacao da amostra controle.
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Portanto, a condi¢do de operacdo para a determinagdo de Cu, Fe, Mn e Zn em
extratos de solo em meio DTPA pode também ser estabelecida como: 1,05 kW de

poténcia, 0,6 L min”' de vazdo de gas de nebulizagdo e 8 mm de altura de observacao.
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TABELA 2.13 - Comparag¢ao de LOD’s, sensibilidades e valores determinados de Cu, Fe Mn e Zn em extratos de solo em meio de

solucdo extratora DTPA com plasma operado em condicdes: (A*); 1,05 kW de poténcia e 0,6 L min™' de gas de nebulizacio e (B*);

1,15 kW de poténcia e 0,6 L min”' de gas de nebulizagdo. A altura de observacao foi mantida em 8 mm para ambas as condigdes.

Comp. de Extracio com DTPA
onda LOD (mg LY Sensibilidade Valores determinados: Solo IAC 274
(nm) (CPS.L.mg ™) (mg kg™)
A* B* A* B* A* B* Valor referéncia

Cu(I) 327,395 0,02 0,02 3697 4261 1,94+ 0,12 2,03£0,14 1,81 £ 0,41
Fe(I) 238,204 0,08 0,07 1965 2536 13,93 +1,85 14,58 £ 0,45 14,8 +2,3
Mn(II) 257,610 0,07 0,07 20416 25964 3,27 £ 0,60 4,38 £ 0,20 3,87+ 1,17
Zn(I) 213,857 0,01 0,07 2027 2364 1,60 + 0,14 1,54 £ 0,10 1,34 £ 0,34
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A determinagdo dos analitos em solo (material de referéncia certificado NIST
2709), seguiu a método desenvolvido por VIEIRA et al., (2005). Os valores

determinados sdo concordantes com os valores certificados (Tabela 2.14).

TABELA 2.14 — Teores dos analitos determinados em digeridos de solo (material de
referéncia certificado - NIST 2709 — San Joaquim Soil) em meio de 4gua
régiatH,0,+HF. Plasma operado nas seguintes condi¢des: 1,05 kW de poténcia; 0,6 L

min”' de gas de nebulizagdo e 8 mm de altura de observacao.

Comp. de Digestio em meio de agua régia+H,0,+ HF
onda San Joaquim Soil (NIST 2709)
(nm) Determinado (mg kg'l) Certificado (mg kg'l)
Al 396,152 75752 £ 340 75000 £ 600
Ba(Il) 455,403 985+43 968 + 40
Ca(I) 396,847 19855 £ 1056 18900 £ 500
Cu(l) 324,754 32,8 £2,1 34,6 £ 0,7
Cr(II) 267,716 1279 130+ 4
Fe(Il) 238,204 33861 £ 934 35000 £ 1100
Mg(ID) 280,270 13978 + 828 15100 + 500
Mn(II) 257,610 531+£45 538+ 17
v(I) 292,401 106 £7 112£5
Zn(I) 213,857 1028 106 £ 3

N=3.
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2.4.7 — Viabilidade de ICP OES como técnica monoelementar

A extragcdo do B em amostras vegetais normalmente ¢ realizada por via seca. As
determinacdes desse elemento podem ser feitas por espectrofotometria, com o
emprego do reagente azometina-H (WOLF, 1971). Para avaliar a viabilidade dessas
analises serem feitas em ICP OES, realizou-se o levantamento de custos de analises e
viabilidade dos métodos comparando-se os dois protocolos de determinagdo. Para
2500 determinagdes, o preco total considerando todos os reagentes, manuten¢ao € mao
de obra foi de R$ 3.100,00 (RS 1,24 por determinagdo) quando feitas por ICP OES e
R$ 6.860,00 (RS 2,74 por determinacdo) quando feitas por espectrofotometria (Tabela
2.15). Os resultados indicaram a viabilidade econdmica do emprego do ICP OES na
determinacdo monoelementar de B, visto que a azometina-H, além de ser um reagente
caro, produz residuos toxicos que necessitam o estabelecimento de protocolo de
tratamento. J4 na determinacdo por ICP OES sao gerados residuos acidos, facilmente
neutralizaveis. E necessario se enfatizar que os custos podem ser alterados em fungio
do prego do cilindro de argonio, que pode variar dependendo da regido de localizagao

do laboratoério e do fornecedor.
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TABELA 2.15 - Comparativo de custos de andlises de boro por ICP OES ou por

espetrofotometria (método da azometina-H).

ICP OES Espectrofotometria
Descricao (2500 analises) (2500 determinacoes)
Custo (RS) Custo (RS)
Solugdo de Reagentes
Reagentes referéncia 100,00 4.860,00
Horas de trabalho 60 125
900,00 1.875,00
Energia elétrica 550,00 25,00
A 1.000,00 -
Argonio -
. Manutengao, Manutengao, cubetas, lampadas
Material de 1 tubos, 500,00 100,00
consumo A
camara
Tratamento de 5 L HNO; 1% 50,00 12 L de solugao de solugao *
residuos vv?") residudria contendo azometina
Total 3.100,00 6.860,00

Levantamento de preco realizado em fevereiro de 2006; *Residuo téxico, sem protocolo
definido para o tratamento. Nos calculos foi considerado o valor de R$ 15,00 por hora de

trabalho, ndo sendo incluidos os gastos com o preparo das amostras.
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2.4.8 — Protocolo proposto para a determinacio de nutrientes em amostras

de solos e material vegetal por ICP OES

As condicdes otimizadas de operagdo do ICP OES para determinacdo de alguns
analitos em materiais vegetais ¢ extratos de solos estdo apresentadas na Tabela 2.16.
Essas condi¢des foram otimizadas para a determinagdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
P e Zn nos extratos de material vegetal decompostos com a mistura HNO;+HCIO, 4:1
(v/v). Outros elementos, tais como Al, B, Cd, Co, Cr, Ni, Pb, S ¢ V também podem ser
determinados nas mesmas condi¢des, dependendo apenas dos teores presentes. Nas
mesmas condigdes podem ser determinados os microelementos Cu, Fe, Mn e Zn em
extratos de solos em meio de DTPA; Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, P, Pb, S, V e Zn em extratos de materiais vegetais digeridos em meio de HNOs
+H,0,. A recalibragdo do equipamento ¢ recomendada a cada 55 determinagdes

(Figura 2.6).

TABELA 2.16 — Parametros operacionais utilizados no espectrometro.

Parametro operacional

Poténcia RF (kW) 1,05

Vazio do gas do plasma (L min™) 15

Vazio do gés auxiliar (L min™) 1,5

Vazdo do gas de nebulizagdo (L

min™) 0,6

Tempo de leitura das replicata (s) 1

Tempo de espera de estabilizagdo

(s) 15

Taxa de nebulizagdo da amostra 1,0 e 4,0 (nebulizadores concéntrico e ranhura em V,

(mL min™) respectivamente)

Altura de observagao (mm) 8

Linhas de emissdo (nm) Al(I) 396,152 Cu(l) 324,754 Ni(Il) 216,555
B(I) 249,772 Fe(II) 238,204 P(I) 213,618
Ba(Il) 455,403  K(I) 766,491 Pb(II) 220,556
Ca(Il) 422,673  Mg(II) 280,270 S(I) 181,972
Cd(II) 226,505  Mn(II) 257,610 Si(T) 288,158
Co(II) 238,892  Mo(II) 202,032 V(II) 292,401
Cr(Il) 267,715 Na(I)588,995 Zn(I) 213,857

(D e (I1)- linhas de emissao atdmica e idnica, respectivamente.
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Na Tabela 2.17 sdo apresentados os parametros limites de detec¢do e a sensibilidade
de cada comprimento de onda nas condi¢des definidas na Tabela 2.16, para a
determinacdo Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P ¢ Zn nos extratos de material vegetal
decompostos com a mistura HNO;+HCIO,. Outros elementos, tais como Al, B, Cd,
Co, Cr, Ni, Pb, S e V também podem ser determinados nas mesmas condicoes,
dependendo apenas dos teores presentes. Na Tabela 2.18 também sao apresentados os
parametros operacionais limites de deteccao e a sensibilidade de cada comprimento de
onda nas condi¢des definidas, mas para a determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em
extratos de solos em meio de solucdo extratora de DTPA. A recalibracio do
equipamento para determinagdes em meio de DTPA ¢ recomendada a cada 40

determinacdes (Figura 2.6).
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TABELA 2.17 — Parametros operacionais e analiticos para a determinagao
multielementar por ICP OES em extratos de material vegetal digeridos em bloco

digestor empregando 6 mL da mistura HNO;+HCI1O, (4:1 v v™).

Elemento Comp.de LOD Sensibilidade Intervalo de calibracao
onda (nm) (mg L") (CPS/mg L") (mg L*

Ca() 422,673 0,05 1603 0,16 a20

Cu(l) 324,754 0,01 3059 0,09 a 5,0

Fe(Il) 238,204 0,07 1779 0,25a20

K() 766,491 0,17 468 0,60 a 20
Mg(II) 280,270 0,01 14412 0,09 a 20
Mn(II) 257,610 0,01 19115 0,09 a 4,0

Na(I) 588,995 0,04 9193 0,15a20

P(I) 213,618 0,32 80 1,0a12

Zn(I) 213,857 0,01 2194 0,09al,5

Outros elementos possiveis de serem determinados com as mesmas condicdes de

operaciao

Al(D) 396,152 0,02 2092 A ser estabelecido de acordo com a
Ba(II) 455,403 0,03 142840 necessidade

Cd(I) 226,505 0,01 1982

Co(II) 238,892 0,03 -

Ni(Il) 216,555 0,02 332

Pb(II) 220,553 0,19 107

S(I) 181,972 1,72 32

Vo 292,401 0,02 2950

*Intervalo estabelecido em fungdo dos limites de quantificagdo do equipamento (3,33 x LOD)
e dos teores médios encontrados nas amostras de solo pelo procedimento de extragdo

avaliado. Faixa dinimica linear > 10° mg L™

TABELA 2.18 — Parametros operacionais e analiticos para determinagdo

multielementar por ICP OES em extratos de solo (solugdo extratora de DTPA).

Elemento Comp. de LOD Sensibilidade Intervalo de calibracio
onda (nm) (mg LY (CPS/mg LY (mg L*
Cu(l) 324,754 0,07 3657 0,09 a 8,0
Fe(I) 238,204 0,07 2666 1,0 a 30
Mn(II) 257,610 0,07 27844 0,80 a 4,0
Zn(I) 213,857 0,07 2474 0,10a1,5

*Intervalo estabelecido em fungdo dos limites de quantificacdo do equipamento (3,33 x LOD)
e dos teores médios encontrados nas amostras de solo pelo procedimento de extragdo

avaliado. Faixa dinamica linear > 10° mg L™
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2.5 - CONCLUSAO

A avaliacdo das condi¢des de operagdo do ICP OES de forma sistematica
possibilitou determinar as condi¢des de trabalho adequadas as necessidades de analises

de rotina sem a aplicacdo de poténcias elevadas.

Dentre os parametros avaliados no planejamento fatorial, a vazdo do gas de
nebulizacdo foi o que mostrou-se mais importante para o obtencao de maiores razoes
Mgll/Mgl, ou seja, para obtencdo de um plasma robusto. A poténcia aplicada foi o

segundo parametro mais importante, seguido pela altura de observagao.

A interpretacdo das respostas do planejamento (Figura 2.2), permitiu concluir
que tem-se um plasma relativamente robusto quando o equipamento ¢ operado a uma
poténcia aplicada intermediaria (1,05 kW), baixa vazdo de gas de nebulizac¢do (0,6 L
min') e altura de observacio média (8 mm). A robustez nessa condigdo foi
comprovada para introducdo de analitos em meio de HNO;+H,0,, HNO;+HCIO,,
DTPA e é4gua régia (Figura 2.5). A aplicacdo dessa condi¢do para determinagdo dos
analitos permitiu: (a), a determinagdo de Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S ¢
Zn em extratos de vegetais digeridos em meio de HNOs;+H,O, (Tabela 2.11); (b), a
determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P ¢ Zn nos extratos de material vegetal
decompostos com a mistura HNO;+HCIO,4 (Tabela 2.12); (c), a determinacao de Cu,
Fe, Mn e Zn em extratos de solos em meio de DTPA (Tabela 2.13)e; (d) a
determinacao de Al, Ca, Ba, Cr, Cu, Fe, Mg Mn, V e Zn em extratos de solos digeridos
em meio de adgua régia (Tabela 2.14). Outros elementos, tais como Cd, Co, Cr, Mo,
Ni, Pb e V, em materiais vegetais, também podem ser determinados na mesma

condicdo, dependendo apenas dos teores presentes.

A condi¢do de operacdo mostrou-se um fator critico na determinacdo de
parametros como LOD e sensibilidade. Condi¢des robustas permitiram a obtencao de
baixos LOD’s e elevada sensibilidade, enquanto que para condi¢cdes ndo robustas o
mesmo desempenho ndo foi observado, tanto para os analitos em meio de HNO; e

como em meio de solugdo extratora de DTPA (Tabela 2.8).
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Ambos os sistemas de introducdo de amostra testados, Sturman-Masters e
nebulizador ranhura em V e camara ciclonica com nebulizador concéntrico,
apresentaram desempenho similares quanto a obten¢do de sensibilidades e LOD’s
(Tabela 2.10), mas esse resultado favorece o uso do conjunto camara Sturman-
Masters e nebulizador ranhura em V, pois esse sistema apresenta menos problemas em

relacdo a entupimento durante andalises de rotina.

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo da faixa linear de calibracao
mostraram que todos os comprimentos de onda avaliados possuem uma faixa dindmica
linear > 10°, e que para cada analito ¢é possivel a determinacio de concentracdes
superiores a 1000 mg L' (Tabela 2.9). Isso permite a determinagdo de analitos em
maior ressaltam a possibilidade de determinar os analitos em diferentes concentragdes
sem a necessidade de diluicdes excessivas, diminuindo o tempo de andlise, a produgao
de residuos e os custos. Essa caracteristica refor¢a as vantagens da utilizacdo de
espectrometro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente em analises de

rotina.

A determinacao de boro por ICP OES, mesmo com o equipamento utilizado
para determinacdo de forma monoelementar, mostrou-se mais vantajosa quando
comparada com a determinagdo por espectrofotometria, tanto economicamente como
ambientalmete, visto que a azometina-H (reagente utilizado na determinacdo por
espectrofotometria), além de ser um reagente caro, produz residuos toxicos que
necessitam o estabelecimento de protocolo de tratamento. Ja na determinacao por ICP
OES sao gerados residuos 4&cidos, facilmente neutralizdveis e os custos de

determinacao sao inferiores (Tabela 2.15).

A otimizagdo das condi¢des de operagao do espectrometro de emissao Optica
com plasma acoplado indutivamente e o estabelecimento de um protocolo para
utilizacdo desse equipamento em andlises de rotina permitem aos operadores

realizarem as determinagdes com maior confiabilidade ¢ sem a necessidade de
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otimizagdo das condi¢des de operacdo a cada nova determinacdo, uma vez que essa

etapa ja foi previamente estabelecida.



Capitulo 3

3 - ESPECIACAO DE Fe-PROTEINAS EM ALIMENTOS CRUS
E PROCESSADOS: CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA
BIODISPONIBILIDADE POR SEC-UV-ICP-MS
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3.1 - REVISAO DA LITERATURA

Identificar compostos especificos nas amostras sejam elas ambientais,
bioldgicas ou tecnologicas, tem se tornado o “estado da arte” em quimica analitica e a
demanda por esse tipo de determinacdo tem fomentado inUimeras pesquisas

(SZPUNAR, 2005).

3.1.1 — Metaloproteinas

Conhecer o comportamento e as fungdes dos complexos formados por
biomoléculas, como proteinas, com metais, tem sido um desafio de interesse para
varios campos da ciéncia. Esse interesse foi ampliado com o avanco nos estudos da
genOmica e da protedmica, que colocou em destaque o papel dos metais nas diversas
fungdes das proteinas e enzimas. O conjunto de biomoléculas, que inclui as
metaloproteinas e as metaloenzimas que se ligam ou interagem com metais numa
célula, tecido ou organismo, faz parte da metalomica (HARAGUCHI, 2004), termo
utilizado para nomear a ciéncia que estuda os biometais (SZPUNAR, 2004;
SZPUNAR, 2005; HARAGUCHI, 2004).

Na literatura ¢ feita uma distingdo entre metaloproteinas e metais-proteinas. As
primeiras se referem as proteinas que estdo ligadas a metais por ligacdes de alta
afinidade, como ligacdes covalentes, que nao sao facilmente rompidas durante a
manipulacdo das amostras para isolar a proteina. J4 no segundo caso as interagdes
proteina-metal sdo fracas, de baixa afinidade e facilmente destruidas (GARCIA ef al.,

2006).

3.1.2 - Técnicas de separacao e deteccio de metaloproteinas

As proteinas podem ser isoladas e purificadas aplicando os modos

cromatograficos de troca i0nica, interacao hidrofobica, afinidade ou fase reversa. Essas
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técnicas sdo usadas comumente para andlises e purificacdo de peptideos (GARCIA et
al., 2006).

Em estudos de investigacdo de complexos de metaloproteinas em que ¢
necessario se preservar a interagdo entre os metais e as proteinas o ideal € que a técnica
de separacdo nao separe o metal de interesse do composto ao qual se encontra ligado
(ASHCROFT, 2005). Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC) acoplada a ICP-
MS tem sido empregada em estudos visando obter informacgdes sobre a distribui¢dao do
peso molecular de complexos metalo-proteinas (SADI ef al., 2002; MARTINO et al.,
2002; FARRARELLO et al, 2002; WUILLOUD et al., 2004a; WUILLOUD et al,
2004b; KANNAMKUMARATH et al., 2004a; MUNOZ et al, 2005;
KANNAMKUMARATH et al., 2005).

Para enfrentar o novo desafio da quimica analitica: identificar e entender os
mecanismos de interacdo entre ions metalicos e macromoléculas, além das técnicas de
separagdo ja mencionadas, sdo necessarias técnicas analiticas capazes de identificar e
quantificar espécies elementares, presentes nos tecidos biologicos, em concentragdes
em ordem de grandezas de ng L. A aquisicio deste tipo de dado é possivel com
técnicas hifenadas (acopladas) que combinam técnicas de separagdo de alta resolucao
com técnicas de deteccao elementar de alta sensibilidade (SZPUNAR, 2005).

Vérias técnicas tém sido empregadas na identificacio e deteccao de
metaloproteinas. Particularmente como técnicas para a identificagdo destacam-se a
espectrometria de massa com ionizagcdo por eletrospray (ESI-MS) (ASHCROFT,
2005). Espectrometria de massas com tempo de voo e ionizagao/dessor¢ao da matriz
assistida por ablacao a laser (MALDI-TOF-MS) e ressondncia magnética nuclear
(NMR) (GARCIA et al., 2006).

Em estudos visando a especiacdo quimica, as técnicas mais empregadas na
determinacdo elementar s3o a espectrometria de absorcdo atdmica (AAS),
espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (SZPUNAR,
2000; WIND & LEHMANN, 2004; FELDMANN, 2005). Essas técnicas se destacam
pela versatilidade na possibilidade da hifenacao. A(s) técnica(s) hifenada(s) a ser(em)
escolhida(s) depende(m) do objetivo da investigagdo, do tipo de matriz e das

propriedades fisico-quimicas do analito. As vezes ndao ¢ possivel a separacdo e
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detec¢do em linha, como quando ¢ empregado eletroforese em gel de poliacrilamida na
separacao seguida pela realizacdo da deteccao das espécies metalicas (GARCIA, et al.,
2006; SZPUNAR, 2000). Uma caracteristica que pode tornar uma técnica vantajosa ¢ a
possibilidade de determinacdes multiclementares.

A espectroscopia de absor¢do atdmica tem sido empregada majoritariamente
como técnica monoelementar. Entretanto, ja ha equipamentos no mercado que
permitem a deteccao de varios elementos simultaneamente. Espectrometro de absor¢ao
atobmica com chama pode ser acoplado diretamente a sistema de separagdo como
HPLC. As vazdes da amostra nessa técnica sao compativeis com a tipica vazao € com
a composicdo da fase mdvel, embora o acoplamento de técnicas de separagdo como
HPLC-FAAS nao seja a primeira op¢ao de quem pretende determinar complexos de
metaloproteinas devido a baixa sensibilidade da técnica (SZPUNAR, 2000).

No caso da espectrometria de absor¢do atdbmica com atomizagao eletrotérmica,
que tem sensibilidade relativamente alta, o acoplamento a técnica de separacdo ¢
dificultado devido ao cardter de descontinuidade dos processos de separagdo e
determinacdo. No entanto, determinagdes de metaloproteina “off-line” ja foram
propostas (CABEZUELO et al., 1997).

Os baixos limites de deteccao proporcionados pela ICP-MS a tornaram uma
ferramenta poderosa e desejada nos laboratdrios de quimica analitica, desempenhando
um papel importante no desenvolvimento de pesquisas envolvendo especiagdo
(HEBERT, 2002).

O acoplamento de equipamentos de ICP-MS com sistemas de separacdo como
cromatografia a liquido (LC), cromatografia a gas (CG) ou eletroforese capilar (CE)
para espécies contendo ions metalicos ou mesmo ndo metalicos como o fésforo e o
enxofre, ¢ relativamente simples (SZPUNAR, 2000; MATSURA et al., 2001;
CABANERO et al., 2004; MA et al.,2004; FELDMANN, 2005; MITRA, 2005;
CABANERO et al., 2005, PINHEIRO et al., 2005; CAMARA et al., 2005a).
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3.1.3 — Aspectos nutricionais dos minerais

Em termos nutricionais, as metaloproteinas sdo importantes como fonte protéica
e principalmente como fonte de metais de alta biodisponibilidade, sendo que o
processo de cozimento (ou manipulacdo) dos alimentos pode tornar nao biodisponivel
ou destruir as metaloproteinas (COZZOLINO, 2005).

Hé mais de um século, o papel desempenhado pelos elementos metalicos nos
organismos vivos vem despertando interesse nas comunidades cientificas (IYENGAR
et al., 1998). Diversos processos bioldgicos que ocorrem nos organismos humanos,
tais como a a¢do das metaloenzimas, podem ser afetados devido a caréncia ou ao
excesso de alguns elementos metalicos. Em outros elementos ainda nao se conhecem
todos os efeitos que podem provocar aos seres humanos (TSALEV, 1984; GOYER,
1995).

Fisiologicamente importantes, elementos a niveis de tracos sdo comumente
encontrados nos organismos vivos associados com macromoléculas, principalmente
proteinas, que sdo complexos responsaveis por funcdes especificas associadas a
processos bioquimicos (SZPUNAR & LOBINSKI, 1999; RAAB & BRATTER,
1998). A concentracdao de um ou mais destes complexos metalicos muda muitas vezes
de maneira caracteristica durante os processos fisiologicos. Tais mudancas podem ser
sutis o suficiente que ndo serdo discriminadas do erro analitico como, por exemplo,
somente a concentragdo total é determinada (RAAB & BRATTER, 1998). Enquanto
alguns elementos traco como Hg, Pb, Cd ou As podem ser altamente toéxicos para os
seres vivos, outros considerados essenciais tais como Fe, Zn, Cu e Se podem ser
considerados toxicos quando em elevadas concentragdes (GONI et al., 2002). Neste
contexto, a qualidade nutricional dos alimentos esta relacionada ndo s6 a concentragdo
dos minerais como também a concentracdo e ao tipo de proteinas presentes.
Determinagao da digestibilidade dos nutrientes empregando digestdes enzimaticas com
pepsina e pancreatina, simulando processos que ocorrem no sistema digestivo do
individuo tem sido freqiientemente empregada na avaliagdo do valor nutricional dos

alimentos (PROMCHAN & SHIOWATANA, 2005).



Revisdo da Literatura 63

3.1.4 — Especiacdo quimica

Informagdes sobre a distribuicdo dos elementos nos alimentos ¢ importante e
necessaria para estimar a absor¢do de elementos essenciais e avaliar os potenciais
riscos a saude causados pela exposicdo a elementos toxicos. Diversos elementos
essenciais presentes nos alimentos sdo estudados, mas o Fe ¢ sem divida um dos mais
investigados devido a problemas de saiude publica causado pela anemia, que se
caracteriza pela deficiéncia de ferro no organismo. (KANNAMKUMARATH et al.,
2004; WROBEL et al., 2003; VONDERHEIDE et al., 2002; KANNAMKUMARATH
et al.,2002; KRIS-ETHERTON et al., 2001).

3.1.5 — Biodisponibilidade

Boa parte das informacdes descritas neste item da revisdo foram encontradas a
partir da leitura de um livro publicado recentemente por Cozzolino (COZZOLINO,
2005). Nessa referéncia € possivel encontrar informagdes ndo sO sobre os conceitos
basicos, mas também informagdes de carater cientifico sobre pesquisas desenvolvidas
recentemente visando a compreensao da biodisponibilidade dos nutrientes.

O termo biodisponibilidade foi proposto pelo Food and Drug Administration
(FDA-EUA) dos Estados Unidos para a area de farmacologia, com o objetivo de
estabelecer a proporcao em que determinada substancia ativa era absorvida da forma
farmacéutica, alcangava a circulagao e tornava-se disponivel no sitio de agdo, e a razao
na qual isto ocorria (SHETH, 1974).

Na década de 1980 esse termo passou a ser utilizado também na area de
nutri¢do, a partir do conhecimento de que a simples presenca do nutriente no alimento
ou na dieta ingeridos ndo garantia sua utilizagdo pelo organismo. Essa utilizacao
dependeria da forma quimica, da quantidade e da presenca de ligantes e de outros
nutrientes nos alimentos que sao ingeridos ao mesmo tempo (COZZOLINO, 2005).

Defini¢des do termo biodisponibilidade foram criadas ¢ modificadas ao longo
dos ultimos anos. A definicdo vigente do termo foi proposta na conferéncia

internacional sobre biodisponibilidade realizada em 1997 em Wageningen, Holanda:
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“refere-se a fracdo de qualquer nutriente ingerido que tem o potencial para suprir
demandas fisiologicas em tecidos alvos” (WIENK et al., 1999).

Mais recentemente, em 2001, no congresso sobre biodisponibilidade, foi
concluido que os estudos sobre biodisponibilidade devem considerar trés aspectos:
bioconversao, bioeficacia e bioeficiéncia.

Bioconversao: definida como a propor¢do do nutriente ingerido que estara
biodisponivel para a conversao em sua forma ativa (TANUMIHARDJO, 2002).

Bioeficacia: definida como a eficiéncia com a qual os nutrientes ingeridos sao
absorvidos e convertidos a forma ativa do nutriente (Van LIESHOUT et al., 2002).

Bioeficiéncia: definida como a propor¢do da forma ativa convertida do
nutriente absorvido que atingira o tecido alvo (MOLLOY, 2002).

Na literatura € possivel encontrar estudos relatando a biodisponibilidade de
varios elementos, sendo que estes estudos se concentram principalmente na avaliagdo
da toxicidade de elementos como o As, Se e Hg que apresentam elevada toxicidade ao
organismo (CABANERO et al., 2004; CABANERO et al., 2005, PINHEIRO et al.,
2005; CAMARA et al., 2005, MATSURA et al., 2001).

Dentre todos os elementos nutricionalmente importantes, o ferro esta entre os
mais investigados. A diversidade e essencialidade das fun¢des as quais o ferro se
encontra relacionado tornaram esse micronutriente entre os mais estudados e melhor
caracterizados quanto ao seu metabolismo. Atualmente, a anemia, causada pela
deficiéncia de ferro, ¢ um problema de satide publica mundial (COZZOLINO, 2005).
De acordo com a WHO/UNICEF (WHO/UNICEF, 1998), a deficiéncia de ferro ¢ a
mais grave deficiéncia elementar nutricional no mundo e ¢ a principal causa de anemia
entre as criancas, adolescentes ¢ mulheres em idade fértil. O valor nutricional do ferro
em humanos ¢ dependente da sua fonte de dieta, porque diferentes alimentos podem
conter diferentes formas quimicas e isso determina sua biodisponibilidade. De uma
forma geral, o Fe-heme € acentuadamente absorvido que as demais formas de Fe ndo-
heme em que esse elemento pode ser encontrado (HARRINGTON et al., 2001).

A absor¢do do Fe-heme ¢ relativamente independente da composicdo da
refeicdo e € pouco afetada por fatores facilitadores ou inibidores da alimentagdao. A
absorcdo de Fe-heme também ¢ menos influenciada pelo estado nutricional do

individuo. Em relacdo a absor¢do do Fe nao-heme, muitos fatores ligados ao individuo
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e a dieta precisam ser considerados, como por exemplo, a secre¢do gastrica de acido
cloridrico, necessaria para a solubilizagdo dos sais de ferro e para a manutengdo do
ferro na forma ferrosa (Fe®), que pode ser o primeiro fator causador de anemia em
pacientes com acloridria, que possuem baixa capacidade de absorver o Fe nao-heme

(COZZOLINO, 2005).

3.1.6 — Métodos de avaliacao da biodisponibilidade e especiacao

Os métodos espectrofotométricos provavelmente estejam entre os pioneiros em
diversas areas da quimica analitica e também visando a especiagdo quimica. Nesse
contexto, investigagdes buscando informacgdes sobre a fracao idnica soluvel de Fe(Il) e
Fe(Ill) ou biodisponivel de ferro em diversos alimentos t€ém sido desenvolvidos ao
longo dos anos (CUBADDA, 2004). O desenvolvimento de novos equipamentos como
ICP-MS e a possibilidade de acoplad-los a sistemas de separagdo como 0s sistemas
cromatograficos tém permitido obter cada vez mais informagdes sobre a distribuicao
de espécies metalicas ligadas a proteinas. Compostos esses até entdo poucos
conhecidos ou de comportamento pouco conhecido durante a etapa de processamento
dos alimentos, por exemplo.

MATSURA et al. (2001) propuseram a determinacdo e a especiacao
multielementar em extratos de folhas de cha preto por ICP OES e ICP-MS acoplados a
coluna cromatografica de exclusdo por tamanho. Com esse procedimento foi possivel
obter informagdes sobre a distribuicio do peso molecular dos complexos
metaloprotéicos extraidos das infusdes dos chis. CAMARA et al. (2005),
determinaram por FAAS ¢ GFAAS a concentragdo e a biodisponibilidade de Ca, Fe,
Zn e Cu em diferentes tipos de refeigdes. A biodisponibilidade foi estimada medindo a
fracdo mineral soluvel ou dialisavel resultante da digestdo gastrointestinal in vitro das
refeicdoes. WUILLOUD et al. (2004) desenvolveram experimentos visando a
especiacdo de elementos essenciais e toxicos ligados a fragdo protéica em diferentes
cogumelos por coluna de exclusdo por tamanho acopladas a detectores UV e ICP-MS.
Nesse trabalho foi possivel determinar a distribui¢do do peso molecular de varios

complexos metaloprotéicos presentes nos cogumelos comestiveis estudados.
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HARRINGTON et al. desenvolveram um método visando a determinacao
quantitativa de ferro ligado a mioglobina em diferentes alimentos por LC-HR-ICP-MS
(HARRINGTON et al., 2001; HARRINGTON et al., 2004). Nesses trabalhos sdo
descritos procedimentos de extracdo, separagdo e quantificagcdo de Fe-mioglobina em
alimentos crus e processados, sendo observado que a extragdo para alimentos
processados foi, para quase todos os casos, inferior a 10 %. Quando a carne foi cozida,
duas novas espécies de Fe-proteina foram encontradas, ndo sendo definido se esses Fe
ligado a essas novas espécies eram ou nao biodisponibilizados para o organismo na
alimentagao.

A biodisponibilidade de um elemento ¢ dependente da forma quimica ou
espécie a qual esse esta ligado. Um outro importante parametro a ser considerado ¢ a
condicdo a que a(s) espécie(s) quimica(s) e(sao) submetida(s). Muitas vezes antes do
alimento ser consumido ele ¢ submetido a condigdes extremas de processamento,
como ¢ o caso do cozimento que pode tornar a espécie quimica em uma foram ndo
disponivel ao organismo (DUMONT et al., 2006).

PURCHAS et al. (2004) observou que a proporc¢ao de Fe-heme soltvel diminui
de 65 % em carne crua para 22 % quando a carne ¢ cozida a 60 °C e que quanto maior
a temperatura de cozimento, maior ¢ a reducdo na concentracdo de Fe-heme. No
entanto, nesse trabalho ndo foram realizados estudos para avaliacio da

biodiosponibilidade das espécies.
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3.2 - OBJETIVOS

Estudar a biodisponibilidade de Fe ligado a proteinas em diferentes alimentos,
crus e processados.

Avaliar possiveis mudancas quimicas das espécies apds o cozimento dos
alimentos.

Determinar o teor total dos analitos por ICP-MS e a especiacdo empregando

SEC acoplada a detectores UV e ICP-MS.
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Esta parte do trabalho foi desenvolvida na Universidade de Aberdeen,
Escocia, nos laboratorios coordenados pelo professor Dr. Jorg Feldman tendo o
mesmo colaborado intensamente para o desenvolvimento do trabalho. A
colaboracio da Dra Andrea Raab também foi fundamental para a realizacdo do

trabalho.

3.3 — MATERIAIS E METODOS

3.3.1 - Reagentes e solucoes

Todos os reagentes usados foram de grau analitico. Os padrdes de proteinas
usados para identificar o peso molecular das proteinas foram preparados a partir de
cianocobalamina (1,35 kDa), citocromo (13 kDa), mioglobina (17 kDa), Cu,Zn-
superdxido dismutase (31 kDa), albumina (69 kDa) e creatinina (113 kDa), adquiridas
da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). Tris(hidroximetil)aminometano (Lancaster),
cloreto de sodio e acido cloridrico (ambos adquiridos da Fisher Scientific), acido
nitrico (65 % m/v, Aristar™) e peroxido de hidrogénio (30 % m/m, Fluka) também
foram usados. Solugdo estoque individual contendo 1.000 mg L' de Fe (Spex

Samplepre, Metuchen, EUA) foram usada para preparo das solu¢des de referéncia.

3.3.2 — Amostras

Amostras de carne, alga marinha (NORI), cereal tipo CHOCO Flakers,
refrigerante IRN-BRU e dieta suplementar tipo SOLOTRON® foram adquiridas no
mercado local de Aberdeen, Escocia.

A amostra de carne foi dividida em duas porgdes, sendo que uma parte foi
analisada na forma crua e outra parte foi cozida seguindo as recomendagdes contidas
no livro para cozimento de carne (MEAT AND LIVESTOCK COMISSION, 1997).
Uma chapa quente foi pré-aquecida até aproximadamente 180 °C, e em seguida a

carne em forma de carne foi frita por 30 min, de forma “bem passada”. A temperatura
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interna da carne durante o cozimento manteve-se em aproximadamente 80°C. Ambas
as por¢des da carne, crua e cozida, foram refrigerada até as determinagdes realizadas
em no maximo 24 h..

Amostra de alga marinha seca também foi dividida em duas porg¢des, sendo que
9 g de alga foi cozida em 150 mL de dgua a aproximadamente 100 °C durante 20 min.
ApOs o cozimento, a agua foi dispensada e a amostra pesada novamente e entdo
congelada até ser analisada.

As amostras de refrigerante, dieta suplementar e cereal que sdo consumidas da
forma em que sao adquiridas, nao foram submetidas a processos de cozimento, sendo
submetidas apenas aos processos de extragcdo antes de serem analisadas.

Uma amostra de muasculo de peixe, material de referéncia certificado, Dogfish
(DORM-2, National Research Council, Canadd) foi usada para avaliar a exatiddo do

método empregado na determinagdo total.

3.3.3 — Instrumentacio

A homogeneizagao das amostras foi realizada empregando um homogeneizador
tipo Ultra-Turbax T8 (IKA®, WERKE), sendo esse instrumento foi limpo com
detergente neutro e, em seguida, com a solug¢do extratora Tris para evitar possiveis
contamingao das amostras com o equipamento.

Na centrifulgacao foi empregada uma micro centrifuga de alta velocidade (CE
39 MSE Micro, SANYO).

Na digestao total das amostras foi empregado um sistema de microondas com
cavidade MARS 5, (CEM, EUA) equipado com sensor de temperatura e pressao.

Nas determinagdes dos teores totais dos analitos nos diferentes extratos foi
empregado um espectrémetro de massas com plasma acoplado indutivamente
(Spectromass 2000, Spectro Analytical Instruments, Kleve, Alemanha), equipado com
camara ciclonica resfriada a 4gua e nebulizador tipo Meinhard. As condi¢des de
operacao do equipamento estdo descritas na Tabela 3.1.

Na separacao das espécies foi utilizado um sistema de HPLC comercial

(Agilent 1100) equipado com coluna de exclusdo por tamanho, Tricorn Superdex, SEC
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7510/300GL (SIZE, Pharmacia EUA). A determinacdo das espécies foi realizada
empregando um espectrometro de massas com plasma acoplado indutivamente ICP-
MS, Agilent 7500c, (Agilent, EUA).

Na extragdao das espécies foi utilizado um agitador magnético com uma chapa
quente sobre o qual foi colocado um béquer com agua, sendo o sistema de
aquecimento regulado até a temperatura da 4gua atingir 37 £ 1,0 °C. Entdo os tubos
com as amostras eram colocados em contato com a 4gua em agitagdo constante até o

final da extragdo. A temperatura era monitorada a cada 5 min para oscilagdes maiores

que 1,0 °C.

3.3.4 - Extracio das espécies elementares

Para os procedimentos de extragdo, 0,5 g de alga cozida, carne crua e carne
cozida, 0,5 mL de refrigerante ou 0,1 g de alga crua, dieta suplementar ou cereal foram
homogeneizadas (com homogeneizador que também funcionava como triturador) por
5 min a 4 °C com 5 ml de tampao Tris S,OXIO'2 mol L, pH 7,3, e completados o
volume para 10 mL. A temperatura foi mantida a 4 °C para evitar possiveis alteragdes
na estrutura das proteinas. Os extratos foram centrifugados a 13000 rpm e o
sobrenadante recolhido e refrigerado por no méaximo 24 h até as determinagdes. A
centrifugagdo a alta velocidade permite a separacdo da gordura dos demais
componentes da mistura.

As solugdes de fluido géstrico simulado foram preparadas de acordo com a
Farmacopéia americana, USP, 2001 (ROCKVILLE, 2001): 2,0 g de cloreto de sodio e
3,2 g de pepsina foram dissolvidos em 4gua, adicionados 7 mL de é4cido cloridrico
concentrado e o volume completado para 1000 mL com agua.

As digestoes in-vitro com fluido géstrico simulado foram realizadas de acordo
com procedimento descritos por MILLER et al.,1981: as amostras (0,5 g de alga
cozida, carne crua ou cozido ou 0,1 g de alga crua) foram adicionadas 150 pL de
solu¢do de pepsina preparada recentemente, completado o volume para 5 mL com
agua e incubadas por 2 h a 37 + 1,0 °C. Entdo, 0,1 mL de solu¢ao de EDTA 5,0x107

mol L' foram adicionados e o volume completado para 10 mL com solugdo tampao
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Tris pH 7,3, para que o pH da solucdo fosse mantido. As amostras foram entdo
centrifugadas por 10 min a 13000 rpm e o sobrenadante recolhido e estocado sob

refrigeracdo até as determinagdes.

3.3.5 - Determinacio da concentracio total dos analitos

A 100 mg das amostras ¢ do material de referéncia certificado (DORM-2,
dogfish muscle), foram adicionados 2 mL de 4cido nitrico e 1 mL de peroxido de
hidrogénio. Essa mistura foi deixada por 24 h a temperatura ambiente e, em seguida
submetida a digestdo em forno de microondas (MARS 5) de acordo com programa de
aquecimento desenvolvido nas quatro etapas descritas a seguir: 1) 300 W durante 10
min a 50 °C; 2) 600 W durante 10 min a 75 °C; 3) 600 W durante 60 min a 95 °C; 4) 0
W durante 40 min com temperatura programada para 25 °C, a poténcia fornecida pelo
equipamento ¢ de 630 W - esse procedimento ¢ utilizado na rotina do laboratorio onde
os experimentos foram realizados. Ao final das digestdes, as amostras foram diluidas
para 20 mL com agua e guardadas refrigeradas até as determinacgdes. Diluicdes
posteriores foram efetuadas para adequar a concentracdo das solugdes a faixa de
calibragdo do instrumento. Solu¢des de referéncia foram preparadas a partir de solugao
estoque 1000 mg L. Os analitos nas concentracgdes 0,5; 1,0; 5,0; 20,0; 50,0; ¢ 100,0
ng L' Fe foram adicionados aos extratos das digestdes da amostra assistida por
radiacdo microondas aos extratos com tampao Tris e fluido gastrico simulado para que
fossem preparadas as solugdes de referéncias para obten¢do da curva de calibracao.

As determinacdes das concentracdes totais dos analitos presentes nos extratos
das amostras digeridas por aquecimento com radiacdo microondas e também nos
extratos das amostras submetidas a procedimento de extracdo e digestdo com fluido
gastrico simulado foram realizadas por ICP-MS (Spectromass 2000) equipado com
uma camara de nebulizacdo do tipo ciclonica e um nebulizador do tipo concéntrico
Meinhard. As condigdes de operagdo do ICP-MS estdo descritas na Tabela 3.1. O
método das adi¢des de analito foi utilizado para a calibragdo. As medidas foram
realizadas pelo menos em triplicatas. A sensibilidade do ICP-MS foi checada

diariamente, usando procedimentos padrdo e otimizados e, sempre que necessario,



Materiais e Métodos 72

com o emprego de solucdo de As e In na concentra¢io de 10 pg L™ para avaliacdo da

sensibilidade.

TABELA 3.1 - Parametros do ICP-MS Spectromass 2000 empregados para a

determinacao total de analitos.

Parametros do ICP-MS

Poténcia (W) 1350
Vazio do gas do plasma (L min™) 15,0
Vazdo do gas auxiliar (L min™); 0,85
Vazio do gas de nebulizagio (L min™) 0,95
Camara de nebulizagao Ciclonica
Nebulizador Meinhard

Parametros MS
Is6topos monitorados (m/z) >’Fe

3.3.6 - Especiacao das metaloproteinas

Na separacao das metaloproteinas foi empregada uma coluna de exclusao por
tamanho, Superdex 75 SEC-column. A distribui¢do do peso molecular das espécies foi
estimada usando padrdes de proteinas de peso molecular conhecido que variou de 1,4 a
113 kDa. Sistema de HPLC comercial (Agilent 1100) com uma alga de amostragem de
100 pL foi usado. As separagdes foram realizadas usando como fase movel uma
solucao tampao Tris 5,0)(10'3 mol L™, pH 7,3 a uma vazdo de 0,8 mL min”. Um
detector ultravioleta foi usado para avaliar o perfil das proteinas. As medidas das
absorbancias foram realizadas a 280 nm.

A saida do detector UV foi conectada diretamente ao nebulizador do ICP-MS
(Agilent 7500c). A sensibilidade do ICP-MS foi checada diariamente, usando
procedimentos padrdo e otimizados e, sempre que necessario, com o emprego de
solugdo de As e In na concentragio de 10pug L para avaliagio da sensibilidade. As
condigdes de operagdo do equipamento e do sistema cromatografico estao descritas na
Tabela 3.2. Uma solugio de rédio 100 pg L' foi usada para avaliar possiveis

mudangas na ionizagao das espécies causadas por interferéncia de matriz. Essa solugdo
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foi adicionada ao eluente da coluna via confluéncia do tipo T-pieces conectada antes
do nebulizador. A Figura 3.1 mostra o esquema completo do sistema SEC-UV-ICP-
MS montado nas condi¢des em que foram realizadas as determinagdes.

Todas as amostras foram injetadas ao menos trés vezes para determinar o tempo
de retencdo e a area de pico. A altura de pico foi usada para quantificar o complexo
Fe-mioglobina eluido da coluna. Adi¢des de mioglobina aos extratos foram realizadas
para quantificar a concentracdo da espécie Fe-mioglobina. A estabilidade da espécie
Fe-mioglobina durante os procedimentos de extracdo foi testada submetendo-se o
padrao de mioglobina ao procedimento de extragdo a que foram submetidas as

amostras.

TABELA 3.2 - Parametros instrumentais dos detectores UV e ICP-MS (Agilent
7500c¢) e do sistema HPLC com SEC.

ICP-MS

Poténcia (W) 1350

Vazio do gas do plasma (L min™) 15,0

Vazdo do gas auxiliar (L min™); 0,95

Vazio do gas de nebulizagio (L min™) 0,80

Parametros MS

Nebulizador Meinhard

Is6topos monitorados (m/z) >’Fe

HPLC (Agilent 1100)

Coluna Superdex 75 SEC-column

Faixa de calibracao (kDa) 1,35-113

Fase movel Tampdo Tris-HCl 5,0x10” mol
L, pH 7,3

Vazio do gas de nebulizagio (mL min™) 0,8

Volume de injecao (nL) 100

Comprimento de onda do UV (nm) 280 nm
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FIGURA 3.1 - Sistema SEC-UV-ICP-MS montado nas condi¢cdes em que foram

realizadas as determinagdes: 1) autoamostrador; 2) coluna de exclusao por tamanho; 3)

detector ultravioleta e; 4) ICP-MS.
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3.4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 — Procedimento de extracio

Durante todo o procedimento de extracdo das proteinas a temperatura foi
mantida a aproximadamente 4 °C para evitar possiveis mudangas na estruturais que
eventualmente pudessem ocorrer caso as amostras fossem manipuladas a temperatura
ambiente.

A centrifulgagdo dos extratos a baixa temperatura ¢ a alta velocidade (13000
rpm) permitiu a separacdo da mistura em 3 fases: a) gordura fase solida depositada as
parte superior ao sobrenadante; b) fase liquida que provavelmente continha a maioria
das proteinas e fase essa isolada para as determinagdes e; c¢) solido depositado no
fundo do frasco de centrifulgacao.

A separagdo da gordura, ainda durante a centrifuga¢do, simplificou o
procedimento de extracdo, uma vez que dispensou a necessidade de digestoes
enzimaticas posteriores como descritas em trabalho realizados por DUMONT et al.,
(2006), ou procedimento de extracdo de gordura como o realizado por ALMELA et
al., (2005).

3.4.2 — Concentracio total dos elementos nas amostras analisadas

Na Tabela 3.3 sdo apresentadas as concentragdes totais de Fe determinadas em
diferentes alimentos. A sele¢do desses elementos se deu em fungdo de sua importancia
nos alimentos, seja como essenciais, seja como potencialmente toxicos. Além desses,
fatores como a disponibilidade de solucdo de referéncia, disponibilidade de
equipamento com possibilidade de determinag¢des multielementares e sensibilidade
para detecta-los nas respectivas amostras analisadas também foram considerados antes
das andlises.

As amostras de carne e alga foram pesadas antes e depois de cozidas para que
fossem avaliadas as variagdes na concentracdo dos analitos durante o processo de
cozimento. As demais amostras, refrigerante, suplemento alimentar e cereal foram

simplesmente pesadas e digeridas na mistura oxidante de acido nitrico/peroxido a
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temperatura ambiente por 24 h e depois submetida ao aquecimento assistido por
radiacdo microondas. Depois de 24 h de contato das amostras com a mistura oxidante
(acido nitrico/peroxido) as amostras apresentavam-se totalmente dissolvidas na
solucdo, mas com coloragao amarelada, indicando que parte da matéria organica ainda
se encontrava em solugdo. ApoOs a mistura ser submetida a digestdo com aquecimento
assistido por radiagdo microondas, as amostras apresentavam-se totalmente limpidas
com caracteristicas de amostras totalmente digeridas. Certamente esse procedimento
nao ¢ o mais indicado para digestdo assistido por radiagdo microondas, pois hd na
literatura varios procedimentos de digestdo cujo tempo total de digestao ¢ inferior a 30
min. No entanto, vale salientar que esse procedimento ja era estabelecido como rotina
no laboratdrio onde o trabalho foi desenvolvido.

Para corrigir possiveis interferéncias causadas pela presenca de matriz da
amostra nas analises por ICP-MS, as analises foram realizadas aplicando-se o método
de adi¢des de analito. Os valores de concentracdo dos analitos determinados nas
amostras estudadas estavam em concordancia com os valores certificado no material
de referéncia, o que indica que a alternativa usada solucionou potenciais interferéncias.

As amostras de suplemento alimentar, refrigerante, cereal e alga tinham os
valores de concentragdo para alguns analitos, principalmente ferro, informados no
rotulo. Os valores determinados estio quase sempre relativamente proximos aos
valores informados pelo fabricante (Tabela 3.3).

A concentracdo de Fe determinada na amostra de carne crua (426 g) foi de 40,1
+ 1,7 mg kg (Tabela 3.3), e na amostra de carne cozida (260 g) a concentragdo de Fe
determinada foi de 51,4 + 2,4 mg kg"'. Apbs o processo de cozimento, a amostra de
carne perdeu 39,1 % da massa original (provavelmente adgua ou gordura) e a
concentragao total de Fe aumentou apenas em 20,4 % quando comparado a carne crua,
indicando que a perda de Fe durante o processo de cozimento foi de 18,7 %.

Para as amostras de alga marinha, a amostra crua quando em contato com a
dgua, absorveu agua equivalente a ~5 vezes o valor da massa inicial, sendo que 9,24 g
de amostra foram submetidas ao procedimento de cozimento e ao final do processo a
massa da amostra apds o descarte da 4gua sobrenadante a massa da amostra
remanescente foi de 49,50 g. Na amostra de alga crua a concentragdao de Fe foi de

285,21 + 4,18 mg kg'1 (Tabela 3.3), ja na amostra cozida a concentracdo de Fe
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encontrada foi de 28,70 + 1,09 mg kg'. Apds o cozimento a massa da amostra
aumentou em 5,4 vezes em relagdo a massa inicial enquanto a concentragao de ferro
diminuiu em 9,9 vezes, ou seja, aproximadamente 50 % do Fe total da amostra foi
perdido durante o cozimento. A liberagdo do ferro provavelmente foi causada pela
extragdo dos compostos Fe-proteinas durante o cozimento em agua fervendo na forma
de uma cocg¢do. A mesma tendéncia de diminui¢do da concentragdo durante o

cozimento foi observada para os demais elementos (Tabela 3.3).

TABELA 3.3 - Concentragao total de Fe nas amostras de alimentos. Determinagdes

realizadas por ICP-MS nas condi¢gdes de operagao descritas na TABELA 3.1.

Amostra Fe(mg/kg) Fe (mg/kg)
DORM-2 *143 £ 10 132,1£2,6
Carne crua - 40,14 £ 1,68
Carne cozida - 51,40 £2,37
Alga crua **200 285,2+4,2

Alga cozida - 28,7+ 1,1
Suplemento alimentar *%13846 14925 + 367

Cereal **79 76,2 +3,2

Refrigerante **4.2 5,0+£0,2
Padrao de mioglobina *%2500 - 3200 3146 £ 151

*Valor certificado, **valor informado pelo fabricante



Resultados e Discussao 78

3.4.3 — Determinacao da concentracao total dos analitos nos extratos

empregando tampao Tris e digeridos com fluido gastrico simulado

Os extratos resultantes da extracdo com tampao Tris e da digestdo com fluido
gastrico simulado, utilizados nas analises de especiacdo também foram submetidas a
analises para a determinagdo do teor total dos analitos presentes nesses extratos. As
determinagdes totais também foram realizadas aplicando-se o método das adi¢des de
analito, uma vez que os extratores usados (tampao Tris e fluido gastrico simulado)
tornavam a solucdo relativamente complexa, podendo causar interferéncias de matriz.
Os resultados sdo apresentados na Tabeta 3.4. Os percentuais de recuperagao, também
mostrados na Tabela 3.4 sio comparados aos teores totais dos analitos presentes nas
amostras e descritos na Tabela 3.3.

Comparativamente ao teor total de Fe contido nas amostras, a eficiéncia de
extragdo do Fe na carne crua com tampao Tris foi de 69 %. Essa recuperacdo ¢ menos
eficiente que a recuperagdo de 100 % mencionada por HARRINGTON ef al. (2001 e
2004), que utilizaram tampao fosfato com adi¢do de cianeto de potdssio como
complexante. No entanto, para a carne e para a alga cozidas, a recuperacao foi de
aproximadamente 30 %. Nesse caso, a eficiéncia de extragdo foi relativamente
superior as descritas por HARRINGTON et al. (2004), que conseguiram recuperacoes
inferiores a 10 % para as amostras de alimentos processados, incluindo diferentes tipos
de carnes. O tampao Tris foi utilizado pois ja era estudado e aplicado eficientemente
na extracao de proteinas no laboratorio onde o trabalho foi desenvolvido. Além disso,
¢ uma alternativa a utilizagdo do cianeto de potassio, que apresenta elevado grau de

periculosidade aos usuarios quando nao utilizado de forma adequada.

Nas amostras de alga crua e cozida, as recuperagdes de Fe foram de 26,8 % e
17,5 % respectivamente. Essas recuperacdes foram menos eficientes que as extragdes
com NaOH e HCl realizadas por WUILLOUD et al, (2004) em estudos realizados com
amostras de cogumelos. No entanto, foram superiores as obtidas quando agua foi

empregada como extrator, conforme resultados apresentados pelos mesmos autores.
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Nos extratos de digestdo com fluido gastrico simulado foi utilizada a enzima
digestiva pepsina, o que implica numa maior disponibilizagdo dos analitos para a
solu¢do. No caso das amostras analisadas, as recuperacdes foram sempre superiores as
extracoes realizadas empregando tampao Tris, o que esta de acordo com o esperado,
uma vez que com o fluido géstrico simulado o que se tem ¢ uma digestao protéica e
ndo simplesmente uma extragao.

Os percentuais de recuperacdo do Fe em relacdo ao Fe total nas amostras de
carne crua, carne cozida, alga crua e alga cozida foram 97,8; 97,0; 47,6 ¢ 22,8 %,
respectivamente (Tabela 3.4). A eficiéncia de disponibilizagdo do Fe para a solugdo
pela digestao com fluido gastrico simulado ocorre principalmente em funcao da forma
de Fe nesse tipo de amostra, que se encontra majoritariamente ligado a mioglobina,
que ¢ digerida pelo fluido géstrico.

No caso da carne cozida, a disponibilizagdo do Fe para a solugdo ja ¢ um
indicio de sua biodisponibilidade na amostra. Isso ¢ importante para solucionar
davidas quanto a indisponibilidade de algumas espécies durante o processo de
cozimento (HARRINGTON et al., 2004).

Para as amostras de cereal, refrigerante e suplemento alimentar, a eficiéncia de
extragdo com tampao Tris foi de aproximadamente 61 %. Nessas amostras, o Fe ¢
adicionado na forma inorganica, o que implica que pode ser solubilizado sem a
necessidade de uma digestdo com fluido gastrico, sendo a solubilizacdo dependente
apenas do pH do meio. Enquanto o Fe*" ¢ extremamente soluvel em pH proximo da
neutralidade, como ¢ o caso do tampao Tris S,OXIO'3 mol L'l, pH 7.3, o Fe'' ¢
praticamente insolivel nesse pH. No entanto, valores elevados de espécies soluveis de
ferro Fe'™ podem ser obtidos com a adi¢dao a solu¢do de um complexante forte, como
por exemplo o EDTA (CRICHTON, 2001). Nesse caso, quando as extracdes sao
realizadas com tampao Tris 5,0x10”° mol L™, pH 7,3, ou quando a amostra ¢ submetida
a digestdo com fluido gastrico e em seguida o pH ¢ corrigido para 7,3 com solugao
tampao Tris pH 7,3, o Fe’" pode permanecer insolivel e ndo ser disponibilizado para a
solucdo. Isso explicaria a baixa eficiéncia de extracdo no caso das amostras de cereal e
suplemento alimentar descritas acima. Para solucionar o problema, a extracdo dos

analitos das amostras de cereal e suplemento alimentar foi realizada em meio de
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solucdo EDTA 5 mol L. Com esse procedimento, a eficiéncia de extra¢io foi superior
a 96 % (Tabela 3.4).

Os desvios padrao relativos foram menores que 5 % para as extracdes
realizadas com tampdo Tris e quase sempre superiores a 5 % quando as amostras
foram submetidas a extragdo com fluido gastrico simulado. Nesse caso hd mais etapas

de manipulagdo das amostras, o que pode ter causado a maior imprecisao das medidas.

TABELA 3.4 - Concentracao total de Fe nas solugdes resultantes da extragdo com

tampao Tris 5,0x10~ mol L', pH 7,3 e da digestdo com fluido gastrico simulado.

Amostra Fe (mg/kg) Recuperacio
(Y0)*
Carne crua, extragdo com tampao 27,7+1,5 69
Carne cozida, extracdo com tampao 15,5+1,1 31
Alga crua, extragdo com tampao 75,816,6 27
Alga cozida, extragdo com tampao 5,1+0,5 18
Carne crua, digestdo gastrica 38,0+3,9 98
Carne cozida, digestdo géstrica 49,843,5 97
Alga crua, digestdo gastrica 142,240,7 48
Alga cozida, digestdo gastrica 6,5+0,8 23
Cereal, extragdo com tampao 10,9 +0,7 14
Cereal, digestao gastrica 73,1+0,4 96
Suplemento alimentar, extragdo com tampao 3029495 20
Suplemento alimentar, digestao gastrica 138871425 93
Refrigerante, extragdo com tampao 0,6 £0,1 12
Refrigerante, digestdo gastrica 4,9+0,2 98

* Percentual dos analitos extraidos quando comparados ao teor total presente nas amostras
e apresentados na Tabela 3.3. nd, ndo determinado.
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3.4.4 — Especiacdo das metaloproteinas por SEC-UV-ICP-MS

Nas andlises de especiagdao de metaloproteinas os detectores UV e ICP-MS
foram seqiiencialmente acoplados para que fossem realizadas medidas das espécies
provenientes da coluna de separacdo por exclusdo por tamanho. As medidas de
absorbancia foram feitas no comprimento de onda 280 nm para que fossem detectadas
as diferentes proteinas provenientes da coluna. WUILLOUD et al., (2004) usando uma
coluna similar (Superdex 75), avaliaram trés diferentes tipos de fase movel: tampao
Tris, pH 8,0, tampao fosfato pH 7,5 e tampao acido 3-ciclohexaamino-1-
propanosulfonico (CAPS), pH 10 e concluiram que quando usaram o tampao Tris
como fase movel obtiveram a melhor resolu¢cao no menor tempo.

No presente trabalho, boas separacdes foram obtidas quando a fase movel
utilizada foi o tampao Tris na concentragdo de 5,0x10° mol L™". O mesmo tampao,
mas na concentragao de 2,5)(10'3 mol L™, chegou a ser testado, mas as replicatas de
injecdo de uma mesma amostra ndo apresentavam boa repetibilidade dos tempos de
retengao.

Os perfis do cromatograma das proteinas resultantes da inje¢do dos extratos de
uma amostra de carne crua e da injecdo de uma amostra de carne cozida, ambos em
meio de tampdo Tris na concentra¢io de 5,0x10” mol L™, sdo mostrados na Figura
3.2. E possivel se constatar significativas diferencas entre os dois perfis, indicando que
o processo de cozimento causa mudangas nas proteinas. A proteina pode ndo estar
sendo destruida durante o cozimento, mas a desnaturacdo pode alterar a estrutura
tridimensional da proteina e essa passaria a ser eluida em um tempo diferente daquele
se a proteina permanece com a estrutura original. Uma outra conseqiiéncia da
desnaturacdo pode ser a liberagdo dos metais que se encontram ligados por interagdao
quimica a proteina, que em alguns casos sdo o0s responsaveis pela estrutura
tridimensional da mesma.

Como ja discutido no item 3.4.1, o cozimento da amostra de carne provocou
uma perda de aproximadamente 39 % da massa original, provavelmente na forma de
agua ou gordura. Na Figura 3.2 ¢ possivel observar que um grupo de proteinas de

peso molecular estimado em 86,6 kDa e outro estimado em 17,1 kDa (provavelmente



Resultados e Discussao 82

mioglobina), diminuiram a intensidade de absorbancia quando comparado a carne
cozida. Isso pode ser em fung¢do da desnaturacdo da proteina devido ao calor no
processo de cozimento.

J& para um grupo de proteinas de peso molecular estimado em 2,8 kDa, houve
aumento significativo na intensidade de absorbancia, que pode ser devido a esse grupo
de proteina ndo sofrer alteracdes em suas estruturas devido ao aquecimento durante o
cozimento ou, resultar da degradacdo de proteinas de pesos moleculares maiores .
Nesse caso, como houve perda de massa, esse grupo de proteina aumentou a

concentragdo na massa resultante do cozimento.

39 = 86,6 kDa Carne crua — Carne cozida
34 | >113 kDa ; <1,4 kDa
1
29 o . -
! 17,1 kDa
1
24 | ;
1

19 L |

Absorbancia

141 41,4 kDa

18,3 kDa

0 5 i 10 15

Tempo (min)

FIGURA 3.2. Cromatografico das proteinas resultantes da inje¢ao dos extratos de uma
amostra de carne crua e da injecdo de uma amostra de carne cozida, ambos em meio de

tampao Tris 5,0x10~ mol L', pH 7,3. Sinal monitorado em 280 nm.

3.4.5 — Calibracao (ou estimativa) da distribuicio do peso molecular das

espécies na coluna de exclusdo por tamanho

A coluna de exclusdo por tamanho foi calibrada utilizando-se os seguintes
padrdes de proteinas de peso molecular conhecido: cianocobalamina (1,35 kDa),

citocromo (13 kDa), mioglobina (17 kDa), Cu-Zn-Superoxido dismutase (31 kDa),
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albumina (69 kDa) e creatinina (113 kDa). A calibracdo da coluna ajuda estimar a
massa molecular dos compostos presentes na amostra ¢ auxilia na identificagao de
complexos de metaloproteinas desconhecidos, para os quais padrdes ndo estdo
disponiveis (HARRINGTON, 2001). A curva de calibracdo mostrada na Figura 3.3
apresenta uma correlacdo linear entre o tempo de eluigdo e o log do peso molecular
dos padrdes injetados na coluna. A ferritina, padrao de peso molecular de 440 kDa,
também foi injetada na coluna, mas no entanto eluiu junto com o volume morto da

coluna. Padrdes de pesos moleculares inferiores a 1,4 kDa ndo foram injetados.
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FIGURA 3.3 - Curva de calibracao da coluna de exclusiao por tamanho (SEC).
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3.4.6 — Estudo de avaliaciao da estabilidade da mioglobina

A mioglobina ¢ uma importante fonte de Fe-heme em alimentos como a carne e,
durante a manipulacdo dos alimentos esse composto pode sofrer alteragdes na estrutura
original. Parametros como a temperatura do ambiente pode influenciar na estabilidade
do composto durante procedimentos de extracdo em laboratério. Para avaliar a
estabilidade da mioglobina durante a extra¢do, uma solug¢do do padrdao de mioglobina
740 mg L™ foi submetida as mesmas condi¢des de extracio a que foram submetidas as
amostras analisadas e depois resfriada até a analise. Uma outra solu¢do do padrdao na
mesma concentragdo foi preparada e injetada imediatamente na coluna cromatografica.
A Figura 3.4 mostra que nem a concentragdo de Fe-mioglobina nem a estrutura da

proteina foram alteradas nas condi¢des em que a proteina foi manipulada.
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FIGURA 3.4.- Perfil do cromatograma obtido de uma solucdo de mioglobina
submetida as condi¢cdes de extragdo e de uma solugdo de mioglobina preparada
imediatamente antes de ser injetada na coluna. Solugdes preparadas com 5,0 x 10~ mol

L™ tampdo tris pH 7.3.
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3.4.7 — Estudo de quantificacio da mioglobina

Teoricamente em sistema de separacdo empregando coluna de exclusdo por
tamanho ndo ha interacdes quimicas entre a fase movel e a fase estacionaria da coluna.
Como a mioglobina ¢ a principal fonte de Fe-heme nos alimentos de origem animal,
solugdes com concentragdes diferentes de mioglobina foram adicionadas ao extrato de
carne ¢ injetadas na coluna para que fosse construida uma curva de calibragdo e a
mioglobina pudesse ser quantificada. A Figura 3.5 a mostra o perfil do cromatograma
para injecdo na coluna de 0,05; 0,10; 0,25; 0;50 ¢ 0,74 g L' de padrao de Fe-
mioglobina adicionados ao extrato de carne cozida em meio de tampdo Tris 5,0 x 107
mol L e a Figura 3.5 b mostra a curva de calibragio construida a partir dos dados
obtidos. A curva de calibracao foi construida a partir da correlagdo entre a altura do
pico da intensidade do Fe m/z 57 e da concentracdo de Fe-mioglobina adicionadas ao
extrato da carne . Coeficiente de correlagao de 0,994 foi obtido.

Considerando a calibracdo curva de calibracdo mostrada na Fifura 3.5, foi
possivel estimar que aproximadamente 70 % do Fe-mioglobina foi perdido durante o
processo de cozimento da carne. Esse valor foi obtido a partir da comparacao das
alturas dos picos dos extratos de carne crua e processada injetados no cromatografo
(Figura 3.6). E preciso salientar que mudangas na estrutura da mioglobina provocadas
por fatores como a temperatura podem provocar alteracdes no tempo de eluicao e levar

a conclusoes erroneas sobre a concentragao desse composto.
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FIGURA 3.5 - Perfil do Cromatograma com inje¢do do extrato de carne crua e adi¢ao
de 0,05; 0,01; 0;25; 0;50 ¢ 0,74 g L' de mioglobina; com 50 x 10 mol L tampao

Tris pH 7,3. a) Cromatograma; b) Curva de calibracao.
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3.4.7 — Avaliacao dos efeitos do cozimento sobre as metaloproteinas

Fe-proteina em carne crua e em carne cozida

Em trabalhos desenvolvidos por HARRINGTON et al., (2001 e 2004) foi
possivel a quantificacdo de Fe-heme em carne crua usando uma coluna de exclusao
por tamanho acoplada ao ICP-MS. Nesses mesmos trabalhos foi possivel verificar que
o Fe se encontra na carne crua totalmente ligado a mioglobina (17 kDa), sendo que
apés o cozimento da carne dois novos compostos (8,3 kDa e 4,8 kDa), além da
mioglobina, sdo detectados, sendo que os dois novos compostos aumentam em
concentracdo com o aumento da temperatura de cozimento. Nos trabalhos realizados
por HARRINGTON et al., (2001 e 2004), ndo foi possivel quantificar a Fe-proteina
eluido da coluna a partir dos alimentos processados. Trés possiveis causas foram
apontadas: 1) o ferro no extrato poderia estar na forma inorganica e ndao poderia ser
determinado pelo método desenvolvido; 2) o cozimento pode ter alterado a
mioglobina, tornando-a menos acessivel ao tampao extrator; 3) a Fe-proteina pode ter
sido alterada pelo processo de cozimento de forma que ndo seja eluida nas condigdes

do sistema cromatografico usado.

Uma outra questdo interessante a ser levantada, além das ja discutidas
anteriormente ¢é: se ha alteracdes tao significantes da Fe-proteina durante o cozimento,
essa ainda se encontra biodisponivel ao organismo nos alimentos submetidos ao

cozimento?

Neste trabalho, para avaliar o efeito do cozimento na solubilidade e na
biodisponibilidade de Fe nos alimentos, amostras de alimentos crus e processados
foram submetidas a extragdo dos minerais com solu¢ao tampao e com fluido gastrico
simulado. Apo6s a digestdo com o fluido gastrico (pH ~2), o pH dos extratos foi
ajustado para 7,3 para evitar que a diferenca no pH dos extratos pudesse influenciar no
sistema cromatografico de separagdo. A Figura 3.6 mostra o perfil cromatografico
obtido com a introdugdo dos extratos de carne crua e cozida em meio de tampao Tris e
em meio de fluido gastrico simulado. Os seguintes aspectos sao considerados mais

relevantes: (a) A concentragdo de Fe-proteina (provavelmente mioglobina), diminuiu
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na carne cozida quando comparado a carne crua e essa diferenca nao pode ser atribuida
a diferenca de massa, uma vez que foram feitas as devidas corregdes; (b) um novo
composto de Fe-proteina de peso molecuar de 4,5 kDa apareceu no cromatograma do
extrato de carne cozida ¢ nesse caso ha uma diferenca em relagao as observagdes de
HARRINGTON et al., (2001), que obtiveram dois novos compostos na carne cozida.
Essa diferenca pode ser em funcao de uma separacdo melhor dos compostos, uma vez
que o tempo de eluicdo esta relativamente longo; (c) os compostos de Fe-proteina
tanto na carne cozida quanto na carne cozida sdo solubilizados e biodisponibilizados
pelo fluido géstrico simulado, pois ndo ha registro no cromatograma da presenga
desses compostos nos extratos, ou seja, o cozimento altera a estrutura do Fe-proteina,

mas os compostos resultantes sdo biodisponibilizados pelo fluido géstrico.
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FIGURA 3.6 - Perfil do cromatograma apos injecoes dos extratos de carne crua e
carne cozida a padrio de proteina em meio de: tampdo Tris 5,0 x 10 mol L™ pH 7,3;

em meio de fluido gastrico simulado (FG); padrao de mioglobina em meio de tampao

Tris pH 7,3.
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Fe-proteina em alga crua e em alga cozida
Algas marinhas s3o usadas como fontes de alimentos em quase todo o mundo,

tanto na forma de ch4a, como na culinaria (em iguarias como Sushi e Sashimi etc.),
tendo também aplicagdes industriais e como fertilizante. Os asiaticos sdo os maiores
consumidores dessas plantas como alimento, onde o cultivo tem grande importancia
industrial (SEAWEED, 2006). No entanto, hd preocupag¢des quanto ao uso dessas
plantas como alimento, uma vez que a concentracdo de As ¢ elevada. Métodos tém
sido desenvolvidos para especiagdo de As tanto na forma organica (ALMELA et al.,
2005) como na forma inorganica (WUILLOUD et al., 2004).

No entanto, ndo ha estudos visando a especiacao dos nutrientes minerais nesses
alimentos. O processo de cozimento na forma de coc¢do ¢ recomendado na formulagao
de chas e no caso do preparo de iguarias sdo recomendados tanto a coc¢do quanto o
aquecimento diretamente na chama. Ambos os processos podem provocar
transformagdes ou extragdo das metaloproteinas presentes e tornar os minerais nao-
biodisponiveis.

Neste trabalho, possiveis transformagdes em metaloproteinas durante o
processo de coccdo de algas marinhas foram avaliados. A Figura 3.7 apresenta o
cromatograma das espécies Fe-proteinas presentes nos extratos de alga crua e cozida
em meio de tampao Tris e em meio de fluido gastrico simulado.

Nos extratos de alga crua foram identificadas trés espécies de Fe-proteinas de
peso molecular na faixa de calibracdo avaliada (113 a 1,4 kDa): uma de peso
molecular 86,5 kDa; uma de peso molecular igual ao da mioglobina (17 kDa,
provavelmente ¢ mioglobina) e outra de peso molecular 3,4 kDa. Ap6s o cozimento, as
trés espécies de Fe mioglobina sao destruidas ou tém a estrutura mudada de maneira
que ndo sao mais detectadas na faixa de calibracdo estudada no sistema de separacao.
No entanto, a concentra¢do total de Fe na amostra cozida ainda representa 50 %
quando comparada a concentragdo na alga crua (Tabela 3.3).

Quanto as espécies de Fe-proteina presentes na alga crua, € possivel se observar
que as de pesos moleculares 86,5 e 16,9 kDa sdo biodisponibilizadas pelo fluido
gastrico e a espécie de peso molecular 3,4 kDa ndo sofre acdo do fluido gastrico. Vale

a pena salientar que em alimentos de origem vegetal a maior parte do Fe se encontra
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na forma nao-heme, principalmente ligada a fenodis e ndo ¢ biodisponibilizado ao

organismo.
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FIGURA 3.7 - Cromatograma apds a inje¢do na coluna SEC dos extratos de: alga crua
e alga cozida em meio de tampdo Tris 50 x 10 mol L, pH 7.3 ; alga crua ¢ alga

cozida com fluido géstrico (FG); padrao de mioglobina em meio de tampao Tris.

Fe-proteina em extratos de cereal, suplemento alimentar e refrigerante

As amostras de cereais, suplemento alimentar e refrigerante sdo geralmente
consumidas da forma como s3o adquiridas, ou seja, sem a necessidade de serem
cozidas antes. Uma outra particularidade desses alimentos em relagdo as outras
amostras (carne e alga) discutidas anteriormente ¢ que nessas amostras o Fe ¢

adicionado na forma inorganica e possivelmente ndo se encontra ligado a proteinas.

Os cereais tipo flakers sdo apresentados como fonte de Fe, sendo indicado para
serem consumidos principalmente por criangas ¢ adolescentes nas refeigdes matinais.
A concentracdo de Fe indicada pelo fabricante da marca analisada (CHOCO
FLAKERS) ¢ de 79 mg kg™ e o valor determinado foram de 76,243.2 mg kg™, valor

esse que esta dentro da variagao do valor determinado.

Na Figura 3.8 a ¢ possivel observar que hd uma espécie de Fe-complexo de

peso molecular 2,5 kD. Esse composto pode ser o Fe ligado a agucares presentes na
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formulagdo do alimento ou mesmo Fe-proteinas ou ainda Fe ndo-heme de origem
vegetal presentes no cereal, pois uma espécie de Fe de peso molecular similar foi

detectado no extrato de alga crua.

Em relacdo ao cromatograma obtido pela injecdo do extrato de cereal
submetido a digestdo gastrica, ndo ¢ possivel fazer afirmagdes, pois o perfil do
cromatograma da Figura 3.8 a apresenta variagdes de intensidade de tal forma que
impede de fazer afirmacdes conclusivas a respeito de possiveis espécies de Fe

presentes no extrato.
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FIGURa 3.8 - Cromatograma apds a injecao na coluna SEC dos extratos de: a) cereal,

b) suplemento alimentar e c) refrigerante em meio de tampdo Tris 5,0 x 102 mol L™,

pH 7,3 e em meio de fluido gastrico (FG). .
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No caso do suplemento alimentar, que ¢ recomendado como fontes de Fe
(~14000 mg kg-1, indicado pelo fabricante), realmente foram encontradas elevadas
concentragdes (~15000 mg kg' de Fe, Tabela 3.3), mas como ja mencionado
anteriormente, o Fe no suplemento ¢ adicionado na forma inorganica. O cromatograma
apresentado na Figura 3.8 b mostra que no extrato em meio de tampao Tris hd uma
espécie de Fe ligada a um composto de peso molecular 99,4 kDa. Ja no extrato em
meio de fluido géstrico nd ha evidéncia desse composto, o que ¢ um indicativo de

solubiliza¢do e biodisponibilidade do Fe ligado a esse composto.

Uma curiosidade que levou a se analisar o refrigerante (IRN-BRU) ¢ que essa ¢
uma bebida muito consumida no Reino Unido e h4 a idéia entre boa parte da
populagdo de que esse refrigerante ¢ uma fonte de concentracdes elevadas de Fe.
Segundos alguns habitantes daqueles paises, essa falsa idéia foi criada muito
provavelmente a partir da similaridade das prontncias entre as letras “IRN” e a palavra
“iron”, ferro em inglés. No rétulo do refrigerante o fabricante ja especifica que ha

somente 4 mg L™ de citrato de ferro amoniacal.

No cromatograma obtido a partir da injecao dos extratos de refrigerante, Figura
3.8 ¢, pode-se observar, assim como no suplemento alimentar, que no extrato em meio
de tampao Tris ha uma espécie de Fe de peso molecular 99,4 kDa e que essa espécie
foi parcialmente liberada apos ser digerida pelo fluido gastrico. No entanto, no extrato
em meio de fluido gastrico apareceu uma espécie de ferro ligado a um composto de
peso molecular 3,8 kDa, que pode ser originario de uma fragmentacdo do composto
presente no extrato em meio de tampao Tris. No caso do refrigerante, como o
fabricante informa no rétulo que foi adicionado ferro na forma de citrato amoniacal (4
mg L), foi preparada uma solugio desse mesmo composto para que fosse verificado
se a espécie de ferro presente no extrato era a espécie indicada pelo fabricante. No

entanto, ndo foi detectado nenhum pico parecido com o mostrado na Figura 3.8 c.
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3.5 - CONCLUSOES

Os procedimentos de cozimento adotados para as amostras de carne e alga
mostraram-se danosos tanto para as proteinas quanto para os metais ligados a

proteinas.

No processo de cozimento da carne foi observado uma perda de ~ 18% do Fe

total e no cozimento da alga a perda desse elemento foi de 50 %.

O sistema SEC-UV-ICP-MS mostrou-se adequado para estudar mudangas no

perfil de proteinas durante o processo de cozimento.

O complexo Fe-mioglobina sofreu alteragdes durante o processo de cozimento
e, no caso da carne, um composto de estrutura diferente do Fe-mioglobina original foi

detectado nos extratos.

O procedimento de extracdo adotado pode nao ser o adequado para a extracao
de outros grupos de metaloproteinas além dos detectados, havendo a possibilidade de

se estudar outros meios extratores.

O procedimento de digestao gastrica com fluido gastrico simulado foi adequado

para avaliar a biodisponibilidade in vitro do Fe-proteina nos extratos avaliados.

A digestdo intestinal in vitro também pode ser adotada para obter mais

informagdes em investigagdes sobre a biodisponibilidade.
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4 — CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo das condig¢des de operacao do ICP OES ja foi relativamente bem
investigadas desde o surgimento da técnica, podendo-se pensar que pesquisas nesta
area ja estdo esgotadas. No entanto, o desenvolvimento deste trabalho permitiu
otimizar uma condi¢do de operacdo do equipamento para determinagdes elementares
em diferentes tipos de matrizes, sem a necessidade de operar o plasma em condi¢des
robustas.

A realizagdo dos experimentos de forma sistematica, ou seja, aplicando
planejamento fatorial, permitiu avaliar simultaneamente as interagdes das diferentes
variaveis determinantes das condi¢des de operacdo do ICP OES, melhorando a
precisao dos resultados obtidos. Com experimentos realizados de forma univariada,
poderia se chegar aos mesmos resultados ou similares, mas dificilmente se detectaria a
influéncia de cada variavel sobre as respostas avaliadas.

A elaboracdo de um protocolo de determinagdes (Tabelas 2.18 e 2.19) permite
que o analista trabalhe em condi¢des adequadas.

Estabelecendo um comparativo entre a metodologia desenvolvida no presente
trabalho e métodos alternativos, para as mesmas determinagdes, foi possivel avaliar a
viabilidade econdémica do ICP OES, com economia de 100 a 300 % em relacao aos
custos totais das determinagdes. Mesmo para determinacdo monoelementar, como por
exemplo a determinac¢ao de boro.

A especiagdo de metaloproteinas e a avaliacdo de biodisponibilidade de
minerais nos alimentos crus e processados foi a parte mais desafiante do trabalho,
principalmente devido ao curto periodo de tempo para o desenvolvimento.

Os procedimentos de extracdo de proteinas poderiam ser mais enriquecedores
em informacoes se outros meios extratores como acido e base diluidos tivessem sido
utilizados.

Possivelmente informacgdes sobre mais espécies de metaloproteinas teriam sido
obtidas com o uso de um equipamento com célula de colisdo, que possibilitaria

trabalhar com menores sinais de fundo, principalmente para elementos como o Fe.
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A experiéncia de desenvolver parte do trabalho no grupo Trace Elements
Speciation Laboratory Aberdeen (TESLA) foi enriquecedora, ndo s6 nos aspectos
relacionados aos conhecimentos cientificos adquiridos, mas também como contato
com outras culturas, autoconfianca, bem como perceber que nossos laboratorios

possuem condi¢des de desenvolver pesquisas nos mesmos padrdes de qualidade.
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