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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE AMOSTRAS
USANDO SISTEMAS EM FLUXO

Nesta tese avaliou-se o0 uso de sistemas de fluxo e fluxo-batelada no preparo de
amostras. Incialmente, foi avaliado um sistema de digestdo em fluxo assistido por
radiacdo micro-ondas operado sob alta pressdo e temperatura no preparo de
amostras solidas de tecidos animais e vegetais (figado bovino, masculo bovino,
camardo e folhas de espinafre, tomateiro e laranjeira) e liquidas de alimentos (suco
de maca, suco de manga, leite integral e semidesnatado) para a determinacédo de
macro e micronutrientes por ICP OES. As eficiéncias de digestdo de solucbes de
glicose, glicina, fenilalanina e acido nicotinico, que sdo compostos modelo de facil,
intermediéria, dificil e muito dificil digestéo, respectivamente, foram 98, 63, 22 e 4%
nas condi¢cGes selecionadas (500 W e 5 mL min1). O sistema apresentou eficiéncias
de digestéo similares ou superiores aos sistemas descritos na literatura sobre digestéo
em fluxo assistida por radiacdo micro-ondas. A maioria dos elementos determinados
nos CRMs de figado bovino (NIST 1577b) e folhas de macieira (NIST 1515) digeridos
com HNOz 6 mol L? estdo concordantes com os teores certificados. As melhores
eficiéncias de digestdo das amostras solidas (ca. 90%) foram obtidas quando foi
utilizada a mistura de HNO3z 6 mol Lt com HCI 0,4 mol L"1. Usando a mistura de HNO3
3,7 mol Lt + HCI 0,3 mol L foram obtidas as melhores eficiéncias de digestdo para
sucos de frutas (ca. 77%), enquanto que para leite foi o HNOz 10,5 mol L (ca. 76%).
Os teores de macro e micronutrientes determinados nessas amostras com essas
misturas apresentaram boa concordancia com os teores determinados por digestao
assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados de acordo com teste t
pareado para multiplos elementos (P 95%). Alternativamente, foi avaliado um sistema
de extracao fluxo-batelada para a determinacdo em linha de macro e micronutrientes
por ICP OES nas amostras sélidas mencionadas anteriormente. As condi¢cdes 6timas
foram 50 mg de amostra, 4 min de extragdo com 10 mL de HCI 8 e 4 % (V V1) para
tecidos vegetais e animais, respectivamente. Vale destacar que extracdes
guantitativas de Cu, Mg, Mn, Na e K podem ser alcancadas em 30 s em folhas de
espinafre, enquanto que 4 min sdo necessarios para Ca, Ba e Sr nessa amostra e
para todos os analitos em figado bovino. Extrac6es nas condi¢cdes supracitadas foram
aplicadas para as demais amostras de tecidos vegetais e animais e CRMs
mencionadas acima e as eficiéncias de extracao alcancadas variaram de 80 a 117%
para a maioria dos analitos. De acordo com teste t pareado (P 95%) ndo houve
diferencas significativas para a maioria dos analitos determinados por extracao fluxo-
batelada e digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados. A
excecao foi o Fe em todas as condi¢des avaliadas para todas amostras, pois este se
encontra fortemente ligado a matriz. Ambos os sistemas foram promissores para o
preparo de amostras, mas ainda precisam ser aperfeicoados para serem aplicados
em analises de rotina. O sistema de digestdo em fluxo possibilita a determinacgéo de
mais elementos, porém depende de dispositivos sofisticados. Enquanto que o sistema
de extracdo fluxo-batelada apresenta alta simplicidade, porém n&o possibilita a
determinacado de elementos fortemente ligados a matriz.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SAMPLE PREPARATION PROCEDURES USING FLOW
SYSTEMS

Sample preparation using flow and flow-batch systems were here studied. Initially, it
was evaluated a microwave-assisted flow digestion system operated under high
pressure and high temperature for sample preparation of solid samples of animal and
plant tissues (bovine liver, bovine muscle, shrimp, spinach, tomato and orange leaves)
and liquid samples of foods (apple juice, mango juice, whole and partially skimmed
milk) for macro and micronutrients determination by ICP OES. The digestion
efficiencies of glucose, glycine, phenylalanine and nicotinic acid solutions, which are
compounds considered easy, medium, difficult and hard to digest, were 98, 63, 22 and
4%, respectively, in the selected conditions (500 W and 5 mL min-t). The developed
microwave-assisted flow digestion system showed similar or better digestion
efficiencies than other systems described in the literature. Most concentrations of
elements determined in CRMs of bovine liver (NIST 1577b) and apple leaves (NIST
1515), which were digested with 6 mol L HNOs, were in good agreement with certified
values. Best digestion efficiencies of solid samples (ca. 90%) were reached when
using a mixture of 6 mol Lt HNO3 with 0.4 mol L't HCI. Using the digestion mixture
composed by 3.7 mol L' HNOs plus 0.3 mol Lt HCI best digestion efficiencies were
reached for fruit juices (ca. 77%), while for milk digestion was more effective (ca. 76%)
using 10.5 mol Lt HNOsz. Macro and micronutrient concentrations determined in these
samples agreed well with the contents determined by microwave-assisted acid
digestion on closed vessels according to a paired t test for multiple samples (P = 95%).
Alternatively, it was evaluated a flow-batch extraction system for online determination
of macro and micronutrients by ICP OES. The best extraction conditions were reached
using 50 mg of sample, 4 min of extraction time with 10 mL of 8 and 4 % (V V1) HCI
for plant and animal tissues, respectively. Quantitative extractions of Cu, Mg, Mn, Na
and K were reached in 30 s for spinach leaves, while 4 min were needed for Ca, Ba
and Sr. Bovine liver required 4 min of extraction time for all these analytes. These
extractions conditions were applied for samples of plant and animal tissues and CRMs
previously mentioned and the extraction efficiencies ranged from 80 to 117% for most
analytes. According to a paired t test at a 95% confidence level there was no significant
differences for most elements determined by flow-batch extraction and microwave-
assisted digestion in closed vessels. The exception was Fe in all evaluated conditions
for all samples since it is strongly linked to the sample matrix. Both flow systems were
promising for sample preparation, but they still need to be improved for routine analysis
applications. The microwave-assisted flow digestion system was effective for
determination of a large number of elements, but it required sophisticated devices. On
the other hand, the developed flow-batch extraction system is simple, but it is not
applicable for quantitative determination of elements strongly linked to sample
matrices.
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Capitulo 1

Introducéo e Revisao Bibliografica



1.1 - INTRODUCAO

O desenvolvimento das técnicas espectroanaliticas possibilita a
determinacdo de diversos elementos em baixas concentracdes (mg/kg a ug/kg),
porém a maioria dessas técnicas é limitada ao uso de amostras liquidas para a
execucdo das medidas analiticas. Isso exige que amostras solidas e liquidas
complexas sejam convertidas a uma solucao representativa antes de quantificar os
analitos. Porém, apesar dos progressos nas Ultimas décadas, isso nem sempre € algo
simples e frequentemente é requerido o0 uso de reagentes agressivos e um tratamento
drastico a fim de realizar tal converséo??.

A etapa de preparo da amostra € uma etapa critica na sequéncia
analitica, uma vez que consome elevado tempo de analise e esta sujeita a diversas
fontes de erros analiticos, tais como contaminagdo e perdas do analito durante a
manipulacdo das amostras. No caso de amostras organicas, 0s procedimentos que
tém sido adotados para a disponibilizacdo dos analitos sdo a extracdo, a extracao
assistida por ultrassom, a digestdo acida e digestdo acida assistida por radiacéo
micro-ondas, entre outros®S.

Normalmente, as amostras bioldgicas ou organicas sao decompostas
por via umida com uso de um acido mineral oxidante, mistura de acidos oxidantes e
complexantes, ou mistura de um acido oxidante com peroéxido de hidrogénio, no qual
a amostra e 0s reagentes sdo mantidos sob aquecimento até completa digestao.
Blocos digestores ou placas de aquecimento s&do utilizados para promover o
aguecimento da amostra durante a digestdo, porém nos ultimos anos o uso de fornos
micro-ondas vem sendo ampliado para a digestdo de amostras soélidas. A radiacao
micro-ondas vem sendo aplicada no preparo de amostra em diversos procedimentos,
tais como digestéo, extracao e combustéo. Assim, diversos trabalhos sdo encontrados
na literatura com uso da radiacdo micro-ondas no preparo de amostra, tanto na
dissolucdo de minerais, bem como na digestdo de amostras bioldgicas ou
organicas?!?.

Extracdo € um método de preparo de amostra baseado na separacéo de
espécies alvo da matriz. Procedimentos de extracdo sdo uma alternativa interessante
aos métodos de digestdo, uma vez que 0s processos de extracdo sdo, em geral, mais
rapidos e utilizam solucdes diluidas de acidos. Porém, para obtencédo de resultados
exatos alguns cuidados devem ser tomados, pois uma fracdo do analito pode

permanecer retida na matriz>-.



Apesar disso, diversos trabalhos tém sido encontrados na literatura
utilizando a extracdo parcial do analito no intuito de realizar um estudo da
bioacessibilidade de um dado nutriente e/ou contaminante em amostras alimenticias
e também no fracionamento de metais no solo e em sedimentos. Por outro lado,
alguns procedimentos tém sido desenvolvidos baseados em uma extragcao total de
algumas espécies alvo que, posteriormente, podem ser submetidas a métodos de
separacao e quantificacdo a fim de realizar a especiacéo de tais analitos. Em muitos
casos a extracdo € escolhida como etapa de preparo de amostra em estudo de
especiacado, pois sendo uma estratégia menos agressiva pode evitar a conversao das
espécies do analito em outras espécies, o que levaria a erros de andlise3#5,

Entretanto, métodos de preparo de amostra por extracdo ou digestao
normalmente sao conduzidos em batelada, o que implica em algumas desvantagens,
tais como a possibilidade de contaminacao e perdas do analito durante a manipulagéo
da amostra, particularmente quando trabalhando com frascos abertos. Além disso,
requerem uma grande quantidade de frascos, que devem ser cuidadosamente
descontaminados’-°.

O uso de sistemas de preparo de amostra em fluxo pode sanar algumas
dessas desvantagens, mas para isso, alguns cuidados devem ser tomados e alguns
desafios devem ser superados. Na extracdo em fluxo, a principal dificuldade
enfrentada é o aumento de pressao dentro da coluna de extragdo, que pode causar
vazamentos e baixa precisdo. Ja na digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-
ondas, os problemas decorrem da baixa eficiéncia de digestdo causada pelo baixo
tempo de residéncia da amostra na regido irradiada, dificil introducdo de matrizes
sélidas na forma de suspensdes contendo particulas diminutas e dificuldades
causadas pela heterogeneidade do material. Apesar desses inconvenientes, varios
trabalhos tém sido desenvolvidos visando superar esses obstaculos e tornar os
sistemas de preparo de amostra em fluxo aplicaveis em analises de rotina com a
devida rapidez, simplicidade, confiabilidade e robustez!®12, Nesse contexto foram
desenvolvidos e avaliados sistemas de preparo de amostra em fluxo para
determinacdo de macro e micronutrientes em amostras de tecido animal, vegetal e

alimentos por ICP OES, buscando alcancar as caracteristicas supracitadas.



1.2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 - Preparo de amostra para analises por ICP OES

A espectrometria de emissdo éptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) tem sido intensamente utilizada na determinacdo de macro,
micronutrientes e contaminantes em diversos tipos de amostras alimenticias e
agropecudrias, entre elas: solos, fertilizantes, plantas, ra¢cdes para animais, alimentos,
tecidos animais e fluidos corporais'3. Essa técnica se tornou amplamente disseminada
devido alguns de seus atributos, tais como: baixos limites de deteccéo (LODs), ampla
faixa linear de trabalho e alta precisdo!*. Apesar dessas vantagens, alguns cuidados
devem ser tomados para garantir a obtencéo de resultados confiaveis, como realizar
um preparo de amostra adequado?*®.

Apesar de alguns sistemas de introducdo de amostra possibilitarem a
introducdo de solidos na forma de suspensdes, 0s sistemas convencionalmente
utilizados no ICP OES sdo compativeis com a introducdo de amostras liquidas?131516,
Isso exige que essas amostras soélidas sejam convertidas a uma solucdo aquosa
representativa antes da introdugdo no equipamento?®. Nas amostras organicas ricas
em carbono, tais como plantas, alimentos e tecidos animais, outro problema
recorrente € o efeito de matriz causado pelo carbono, que deve ser eliminado da
amostra antes da determinacdo por ICP OES?''. Isso exige que mesmo amostra
liquidas que sao ricas em carbono passem por um preparo de amostra a fim de
garantir andlises confiaveis e evitar danos ao equipamento®1°,

Entre as principais abordagens aplicadas no preparo de amostras
sélidas e liquidas para andlises elementares por técnicas espectroanaliticas encontra-
se a digestao acida, que pode ser classificada pelo tipo de aquecimento envolvido.
Enquanto a digestdo por conducao térmica é efetuada usando placas de aquecimento
ou blocos digestores, a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas utiliza fornos de
micro-ondas®?%21, Um método alternativo aplicado no preparo de amostras sélidas é
a extracdo dos analitos de interesse com uso de diversos tipos de solucdes extratoras,
0 que possibilita a realizacdo de estudos de bioacessibilidade de macro,
micronutrientes e contaminantes em amostras ambientais ou alimenticias e
determinacgdo de teores totais de alguns analitos'?2. Diversos métodos de digestdo e
extracdo tém sido reportados na literatura para preparo de amostras organicas para
analise elementar por ICP OES e serdo detalhadamente descritos em topicos

subsequentes.



1.2.2 - Procedimentos de digestao

Na literatura sdo encontrados diversos procedimentos de digestéo para
0 preparo de amostras organicas voltadas a analise elementar por ICP OES; dentre
as abordagens encontradas na literatura temos a digestéo acida, a digestao alcalina
e, ainda, a digestdo acida-alcalina:?02324, A digestdo acida é realizada usando um
acido mineral oxidante, mistura de acidos oxidantes e complexantes, ou mistura de
um acido oxidante com peroxido de hidrogénio, enquanto que na digestéo alcalina hi
0 uso de bases inorganicas ou orgéanicas fortes na dissolucéo da amostra®23. Por fim,
a digestdo acida-alcalina normalmente combina 0s reagentes mencionados
anteriormente, sendo inicialmente realizada uma digestdo &cida, que ¢é
complementada por uma digestéo alcalina?*.

Nas digestdes acidas o principal &cido oxidante empregado € o HNOg,
gue pode ser utilizado isoladamente ou combinado com HCI, H2SO4 e H202, sendo
gue em alguns casos pode haver o uso do HF para promover a decomposicao de
silicatos presentes em amostras de tecido vegetal®®>. Os reagentes oxidantes
adicionados as amostras organicas promovem sua decomposicdo em H20, COx e
NOx, enquanto o HF promove a converséo de SiO2 em H2SiFe'826. Apesar do H2SO4
ser um acido altamente oxidante e permitir a digestdo em maiores temperaturas
quando conduzida em sistemas abertos, esse reagente gera sais insolUveis com
Ca(ll), Ba(ll), Sr(ll) e Pb(ll), o que compromete a determinacdo desses analitos.
Ademais, esse acido causa interferéncias de transporte no sistema de nebulizacéo do
ICP OES devido a elevada viscosidade®?’. Outro acido com alta capacidade oxidante
€ o0 HCIO4, que é uma boa alternativa na oxidacdo de formas de fosforo a fosfato,
porém esse € pouco utilizado pelo risco de explosdes durante o procedimento!20:21.28,
O HCI é um acido complexante que forma complexos estaveis com alguns analitos
(Au, Tl, Hg, Fe, Ga, In e Sn), o que auxilia a dissolucdo de algumas amostras e a
disponibilizagdo dos analitos!. A combinagdo do HCI com HNO3s na proporgéo de 3:1
€ conhecida como agua régia, uma mistura que apresenta reagentes intermediarios
mais oxidantes que o HNOgs, tais como Cl2 e NOCI, permitindo a decomposi¢éo de
matrizes complexas!?t. O principal agente oxidante aplicado em combinacédo com o
HNOs € o H202, que € um reagente com alto poder oxidante e que em sua

decomposicao libera dgua e oxigéniol2021,



1.2.2.1 - Digestado acida em batelada

A maioria dos métodos de digestdo acida reportados na literatura €
aplicada ao modo batelada. Podem ser conduzidos em sistemas abertos e fechados,
utilizando diversas fontes de energia para promover o aquecimento da amostra e dos
reagentes. As principais fontes de aquecimento aplicadas sdo a térmica (conducéo) e
por radiacdo micro-ondas. No aquecimento térmico os principais dispositivos
aplicados nos procedimentos para fornecer energia ao sistema sdo as placas de
aguecimento, blocos digestores, estufas e muflas. A maior desvantagem dessa
abordagem é o lento aquecimento da amostra, que inicialmente ocorre pelo fendmeno
de conducao da energia térmica do equipamento para o frasco e desse para a mistura
reacional e, em seguida, ha o fenbmeno de conveccao no interior da solugdo para
promover a distribuicdo do calor no sistema. O aquecimento por radiagdo micro-ondas
tem a vantagem promover o aquecimento diretamente da solugdo, o que garante o
rapido aquecimento do meio reacional e, consequentemente, pode aumentar a
frequéncia analitica do procedimento. Isso popularizou o uso da digestéo assistida por
radiacdo micro-ondas no preparo de diversas amostras®0.

As digestdes acidas em batelada realizadas em sistemas abertos tém a
vantagem de possibilitar o uso de maiores massas de amostras (> 1 g), entretanto,
esses sistemas consomem maior quantidade de reagentes que sao perdidos por
evaporacao. Os reagentes precisam ser repostos durante a digestdo, o que causa
aumento do teor de contaminantes nos brancos analiticos. Além disso, esses sdo mais
susceptiveis a perdas dos analitos por evaporacdo e contaminacdo da amostra. Os
sistemas de digestao acida em batelada realizadas em sistemas fechados apresentam
como maior risco as ocorréncias de explosdes de frascos devido ao aumento de
pressao, o que limita a massa de amostra utilizados (< 0,5 g). Porém, isso possibilita
reduzir o consumo de reagentes, diminuir os LODs dos brancos, aumentar a eficiéncia
da digestéo e evitar perdas dos analitos e contaminagdo®°.

A atual tendéncia nas pesquisas académicas € a digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas utilizando reagentes diluidos, o que garante melhores brancos
analiticos, menor consumo de reagentes e geracdo de residuos, menor diluicdo do
digeridos para ajustar as condi¢Ges para introducdo por nebulizacdo pneumatica?42°-
31, Um exemplo é a digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas de amostras
orgéanicas utilizando &cido nitrico diluido com peréxido de hidrogénio ou oxigénio

pressurizado. Nesse método h& a regeneracdo do acido nitrico consumido durante a
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digestdo pela reacdo do Oxido de nitrogénio liberado na digestdo com o oxigénio
presente na fase de vapor, formando dioxido de nitrogénio, que é condensado e
absorvido em solucdo e por uma reacdo de desproporcionamento que regenera o

acido nitrico?®31:32, O mecanismo de reacgéo é representado a seqguir:

2 H202(aq) — 2 H20() + O2(g)
2 NO(g) + O2(g) — 2 NOz2(g)
2 NO2 (aq) + H20() — HNO3(aq) + HNO2(aq)

Uma vez que esses procedimentos séo realizados em batelada algumas
desvantagens sdo observadas, tais como etapas de carga e descarga de frascos e
rotores, abertura e fechamento de frascos antes e depois da digestao. Além disso, tais
frascos também sdo fontes potenciais de contaminagcdo cruzada entre amostras
assim, uma etapa cuidadosa de limpeza desses frascos é necesséria, 0 que torna o
processo global moroso. Ressalta-se que essas etapas podem ser minimizadas

quando séo utilizados sistemas de digestdo em fluxo23,

1.2.2.2 - Sistemas em fluxo para digestédo acida

Os sistemas de digestdo em fluxo sdo equipados com um reator
helicoidal enovelado em torno de uma bobina de aquecimento ou posicionado dentro
da cavidade do forno micro-ondas. Uma camara de pequeno volume interno localizada
na cavidade do forno micro-ondas também pode ser utilizada como reator nos
sistemas de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas. As amostras séo
transportadas através do reator, onde € submetida ao aquecimento por conducédo
térmica ou por acdo da radiacdo micro-ondas a fim de acelerar a cinética das reacdes
de oxidacao. O fluxo continuo do carregador através do sistema em fluxo promove a
limpeza do mesmo, eliminando a necessidade da etapa de limpeza de frascos
realizada na digestdes acidas em batelada®'2.

A digestao pode ser realizada de duas formas, no primeiro arranjo, uma
solugdo com amostra e reagente é introduzida no reator em um fluxo continuo. Como
nesse modo a amostra € inserida continuamente no sistema, as variacdes na
dispersdo da amostra devido a liberacdo de gases ndo se tornam importantes,
contudo tal sistema é pouco versatil e consome um grande volume de amostra. No

segundo arranjo, uma aliquota da amostra é injetada no sistema e flui para o reator
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juntamente com o reagente para ser digerida, sendo em seguida resfriada e
desgaseificada antes de ser direcionada ao detector. Nos dois casos, as medidas
podem ser realizadas tanto off-line quanto online®°11,

Procedimentos de digestdo em fluxo geralmente envolvem a introducao
de suspensfes preparadas a partir das amostras soélidas e emulsées ou solucdes
preparadas a partir das amostras liquidas complexas. Esses sistemas em fluxo
exigem dispositivos mais sofisticados, como o uso de reatores apropriados para
possibilitar o emprego de acidos concentrados, altas temperaturas e pressdes visando
digerir rapidamente a amostra. Nesses sistemas é inviavel utilizar as valvulas
solenoides, pois essas sdo susceptiveis a blogueio e a desgastes das partes moveis,
causando vazamentos e eventuais fraturas dos dispositivos. A propulsdo da amostra
€ outro obstaculo encontrado, pois o uso de bombas peristalticas dificulta a
transferéncia completa da amostra, podendo ocorrer perda potencial nas paredes dos
tubos de Tygon® e conectores, o que pode causar contaminagdo cruzada entre as
amostras. Também ha a formacéo de bolhas de gas durante a etapa de digestéo, o
gue exige a colocacdo de uma unidade de desgaseificacdo antes do sistema de
deteccdo e, eventualmente, um sistema de filtracdo do digerido a fim de remover
sélidos residuais, quando a digestédo é incompleta. Além disso, pode ser necessério a
presenca de um sistema de refrigeracdo, quando as medidas sdo realizadas on-
lined9:1L,

A promocdo de digestdo em fluxo de amostras solidas e amostras
liguidas complexas requer o emprego de sistemas de alta pressao e temperatura, que
podem ser obtidos usando reatores adequados a suportarem tais condicdes e valvulas
de controle de pressao na entrada e saida do sistema visando evitar a expulsao da
amostra do reator. Contudo, o desenvolvimento de reatores adequados para serem
aplicados em tais condi¢des e que sejam transparentes a radiacdo micro-ondas para
serem utilizados em sistemas de digestdo assistida por radiagcdo micro-ondas €
complexo, pois 0s materiais comumente utilizados nos reatores como
politetrafluoretileno (PTFE) ou perfluoralcoxi alcano (PFA) apresentam resisténcia
mecanica limitada, podendo suportar no maximo 20 bar de pressédo e temperaturas
de até 180 °C. Por outro lado, tubos de quartzo inviabilizam o uso de HF, que é
necessario para a decomposicdo de solos, sedimentos e tecidos vegetais que
contenham silica®*. Alguns trabalhos sdo encontrados na literatura utilizando sistemas

em fluxo operados em média (< 25 bar) e alta (> 25 bar) presséo para digestao de
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amostras solidas e liquidas conforme apresentado na TABELA 1.2.2.2.1. Essa
classificagdo do sistemas pela pressdo de operacgédo foi realizada por KNAPP e
WILTSCHE®.

TABELA 1.2.2.2.1 - Sistemas de digestdo em fluxo operados sob média e alta presséo
reportados na literatura.

Pressdo Temperatura

Amostra (bar) °C) Reator Referéncia
Solo 15 116 PFA 12
Autoclave de
Leite em pé e tecido animal 35 250 PTFE e 34
Quartzo
PFA
Sedimento e tecido animal 24 120 recoberto 36
com Kevlar
Tecido vegetal, filtro de ar, PFA
urina liofilizada, lodo, poeira 24 150 recoberto 37
e tinta com Kevlar
Alimento, tecido animal, Autoclave de
tecido vegetal e sucos de 40 230 PFA e 38
frutas Quartzo
TS S T
ve:gle?a?re"rgl?n’]ei(t:(l)so 150/300 2007260 TAIRT 39
300 360

Pt/Ir (80/20)
Lodo de esgoto 300 360 Pt/Ir (80/20) 40

Tecido animal, tecido
vegetal e alimentos

Tecido animal e tecido
vegetal

Siglas: TAIRV —tubo de ago inoxidavel revestido com Vidro e TAIRT — tubo de ago inoxidavel revestido
com teflon

300 360 Pt/Ir (80/20) 41

300 360 Pt/Ir (80/20) 42

Os reatores utilizados em sistemas de digestdo em fluxo operados sob
médias pressodes sdo de PFA recoberto com Kevlar®37, enquanto que os reatores de
alta pressédo e temperatura desenvolvidos por PICHLER et al.3* e por WILTSCHE et
al.3® empregaram uma bobina de fluoropolimero colocada dentro da camara
pressurizada com N2, 0 que evita a deformacdo do reator quando exposto a altas
temperaturas e pressdes. Esses dois Ultimos sistemas suportam altas pressoées (ca.
35 bar) e podem atingir temperaturas superiores a 200 °C, que Sao necessarias para

digestdes rapidas e eficientes de matrizes organicas, enquanto que 0s demais



sistemas de digestdao em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas nao superam a
temperatura de 180 °C, devido a menor pressdo suportada pelos reatores!2:34:36-38,

Nos sistemas de digestdo acida por conducao térmica alguns cuidados
também devem ser tomados na escolha do reator, que deve apresentar alta
resisténcia mecanica e boa condutividade térmica, além de serem quimicamente
inertes. Os trabalhos descritos na TABELA 1.2.2.2.1 demonstram a aplicabilidade de
alguns reatores nos sistemas de digestdo em fluxo por conducao térmica. Além, da
desvantagem mencionada anteriormente para os reatores de quartzo, que inibem o
uso de HF durante as digestdes, esse material apresenta uma baixa condutividade
térmica o que dificulta o rapido aquecimento da amostra e dos reagentes.
Considerando-se a condutividade térmica e a resisténcia mecanica, 0s reatores
metalicos, que ndo podem ser aplicados nos sistemas de digestdo assistida por
radiagdo micro-ondas por ndo serem transparentes a radiagdo, tornam-se materiais
interessantes para a confeccdo de reatores em sistema de digestdo em fluxo por
conducao térmica. Entretanto, alguns reatores metélicos apesar de apresentarem tais
caracteristicas, ndo sdo quimicamente inertes aos acidos sofrendo corrosdo, ou aos
analitos, que podem ser adsorvidos na superficie do reator. Em contrapartida, esses
reatores tém a capacidade de suportar pressdes superiores aquelas permitidas nos
reatores aplicados em sistema de digestdo em fluxo assistido por radiagdo micro-
ondas3®42,

Apesar da descri¢ao de tais sistemas de digestdo em fluxo na literatura,
novos tipos de reatores podem ser avaliados para melhorar o desempenho desses
sistemas, seja pelo uso de materiais para confec¢do dos reatores ou pela avaliacdo
de novos arranjos de reatores, que garantam O0s requisitos mencionados
anteriormente, juntamente com a capacidade de aquecer rapidamente a amostra e 0s

reagentes no intuito de acelerar a cinética de digestéo.

1.2.3 - Procedimentos de Extracao
A extracdo esta baseada na remocao de espécies alvo a partir de uma
matriz solida. Tal procedimento € realizado com auxilio de uma solucdo extratora, que
pode ser uma solugdo &cida ou basica ou ainda pode conter agentes redutores,
oxidantes ou complexantes. Essa estratégia pode ser combinada com agitacédo
mecanica, aquecimento por conducdo, uso de ultrassom ou radiacdo micro-ondas

visando aumentar a eficiéncia e a velocidade da extracdo. Algumas medidas devem
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ser tomadas em uma extragdo para se atingir bons resultados em uma analise
guantitativa, pois uma fracao do analito pode permanecer retida na matriz. Assim, os
tamanhos de particulas da amostra e a escolha da solucdo extratora devem ser
cuidadosamente avaliados#”.

Essa abordagem tem a vantagem da rapidez e do uso de reagentes
diluidos sob condicdes brandas**44. Além disso, as extracdes possibilitam maior
seletividade, pois a eficiéncia da extracdo depende das condi¢cdes aplicadas e do
extrator utilizado. Nesse sentido, a avaliacdo da biodisponibilidade de macro,
micronutrientes e contaminantes em amostras organicas e inorganicas se torna
possivel pelo uso de extratores apropriados, que mimetizam as condices fisiologicas
ou ambientais avaliadas??4°, Ademais, estudos de especiacdo tém utilizado esse
meétodo por possibilitar a mobilizacdo do analito, com uma menor possibilidade de
promover interconversdes entre espécies, que é algo geralmente indesejavel*®.

Por serem realizadas em condi¢gBes brandas e com o uso de reagentes
diluidos, esses procedimentos utilizam um menor volume de solu¢des, geram menos
residuos e diminuem os riscos de acidente com o analista*3. Entretanto, ndo permitem
a determinacéo de elementos fortemente ligados a matriz, tais como: Al, Fe e P49,
Nesse caso, abordagens mais drasticas, tais como a digestdo, sao requeridas para
permitir a determinacdo desses analitos. De qualquer forma, a extracdo é uma
alternativa interessante para a determinacdo de macro, micronutrientes e
contaminantes em amostras organicas e inorganicas, devendo-se considerar o tipo de

amostra e os resultados pretendidos.

1.2.3.1 - Extracdo em batelada

Nas extragdes alcalinas ha a avaliagéo de diversos extratores no preparo
de amostras, sendo que as principais bases inorganicas aplicadas sdo o NaOH, KOH
e NHs e as bases orgéanicas sdo o hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) e aminas
terciarias soliveis em agua (CFA-C)%3. A extracdo alcalina permite a disponibilizacdo
de determinados analitos que sao incompativeis com o uso de HNOs, tais como Sn e
Sb, permite a neutralizagdo do HF utilizado durante o preparo de amostra a fim de
evitar danos a tocha de quartzo do ICP OES, apresenta rapida velocidade de extracao
e pode ser realizadas em condicdo ambiente?3. Alguns autores propuseram a
substituicdo do HF por bases inorganicas, e.g. NaOH, para promover a solubilizacéo

de silicatos?*. Entretanto, esses reagentes precisam ser neutralizados antes da
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introduc&o dos extratos no sistema de nebulizagéo, para evitar danos a componentes
de vidro e a tocha de quartzo do ICP OES. Além disso, alguns trabalhos tém reportado
a substituicdo das aminas terciarias por reagentes menos téxicos, pois apesar de
haver limitada informacé&o sobre a toxicidade desses reagentes sabe-se que liberam
Vapores irritantes aos olhos, nariz, garganta e sistema respirat6rio*®-51,

A extracdo &cida € outra abordagem bem explorada, sendo que o
principal acido aplicado em tais procedimentos € o &cido cloridrico devido as suas
propriedades complexantes. Esses procedimentos tém sido aplicados para a extracao
de macro, micronutrientes e contaminantes em amostras de tecido vegetal e animal,
utilizando as seguintes condi¢des de extracéo: concentracao de HCl na faixa de 0,1 a
3 mol L, tempo de extracdo de 5 a 65 min e temperaturas que variam de 25 a 80
oc43,44,47,52—54.

Nos Ultimos anos tém se destacado o uso da extragdo assistida por
ultrassom no preparo de amostra para andlise elementar por técnicas
espectroscopicas® 8. A velocidade de extracdo pode ser aumentada devido ao efeito
de cavitacdo, no qual had a formacdo de bolhas no meio reacional por acdo do
ultrassom. Essas bolhas aumentam de tamanho até implodirem devido as diferencas
entre a pressao externa e interna da bolha. Nesse processo hd uma grande liberacao
de energia, o0 que pode levar a uma fragmentacéo das particulas sélidas da amostra
e, consequentemente, aumentando a area superficial da amostra e facilitando a
mobilizacdo dos analitos. Outro fendmeno envolvido no processo € a formacéo de
radicais livres, que ocorrem dentro das bolhas. Esses reagentes intermediarios sao
altamente reativos e podem reagir com a amostra, como € o caso da formacéo dos
radicais hidroxila pela sonicacdo da agual>57:%8 Entretanto, cuidados devem ser
tomados para evitar a decomposicdo e/ou transformacdo molecular durante a
sonicacédo, o que pode comprometer analises de especiacdo devido a interconversao
das espécies. Além disso, pode ocorrer baixa eficiéncia de extracdo de alguns
elementos como mencionado anteriormente devido a ndo mobilizacdo desses analitos
da amostra®5:59.60,

A extracdo assistida por radiacdo micro-ondas também tem sido mais
frequentemente utilizada, principalmente em estudos de andlise de especiacao
quimica*¢-6162, De modo geral, esses procedimentos sdo mais rapidos que as
extracdes convencionais, devido ao rapido aquecimento do extrator pela acdo da

radiacdo micro-ondas. Quando efetuados em frascos fechados o procedimento

12



diminui 0 consumo de reagentes e a geracao de residuos, além de serem menos
susceptiveis as contaminacdes*®®3, Os parametros mais criticos envolvidos no
processo sdo o tipo de extrator, poténcia de radiagcdo micro-ondas aplicada e o tempo
de extracdo?. Entretanto, esse método de extracdo e aqueles anteriormente
mencionados sdo realizados em batelada, o que acarreta alguns inconvenientes.
Normalmente sdo realizados em mudltiplas etapas, 0 que aumenta o0 manuseio da
amostra e, consequentemente, a possibilidade de erros durante o preparo da amostra.
Além disso, a realizacdo de todo o processo em multiplas etapas torna o processo
global demorado e laborioso apesar dos baixos tempos de extracdo alcancados em
alguns métodos citados anteriormente. Tais problemas podem ser minimizados com
0 uso de sistemas, que séo sistemas fechados e que envolvem menor manipulagcéo
das amostras®®4. Porém, cuidados devem ser tomados a fim de evitar entupimento
dos sistemas de extracdo em fluxo, formacgao de volumes mortos ou percolacao do
extrator por caminhos preferenciais nos reatores que podem comprometer do

desempenho do sistema e a confiabilidade dos resultados?®.

1.2.3.2 - Extracédo em fluxo e fluxo-batelada

Diversos sistemas de extracdo em fluxo tém sido aplicados em analise
de tracos baseadas na extracdo sequencial ou total dos analitos em amostras de
tecido vegetal, tecido animal, alimentos e ambientais. Alguns desses trabalhos séo
apresentados na TABELA 1.2.3.2.1. Esses sistemas apresentam diferentes tipos de
reatores contendo a amostra soélida, tais como: minicoluna cilindrica (MCC), coluna
em bobina rotativa (CBR), camara de fluxo com agitacdo (CFA) e coluna de grande
calibre (CGC), bem como diferentes sistemas de propulsdo com bomba peristaltica ou
bomba de alta presséo utilizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
A deteccdo pode ser realizada on-line e/ou off-line. A FIGURA 1.2.3.2.1 apresenta
esses dispositivos e equipamentos que tém sido utilizados na construcao de sistemas

de extracédo em fluxo'®.
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TABELA 1.2.3.2.1 - Sistemas de extracdo em fluxo para avaliagdo de
bioacessibilidade ou determinacédo total de macro, micronutrientes e contaminantes
em amostras organicas e inorganicas.

Tipo de

Amostra Analito Reator ~ Referéncia
Extracdo
Solo e Sedimento Se CGC e CBR EPS 7
Frutos do mar AS(I, AS(V),  \iee (HPLE) EPS 22
MMA, DMA e AsB
As(lll), As(V),
Arroz MMA e DMA MCC EPS 45
Solo e Lodo As e Sb CGC e CBR EPS 64
Ca, Cd, Fe, Mn,
Solo Ni, Pb e zn CGC EPS 65
Al, Cd, Cu, Hg,
Frutos do mar Mn. Pb, V e Zn MCC (HPLC) EPS 66
As(Il), As(V),
Frutos do mar MMA, DMA, AsB, MCC EPS 67
AsC e TMAO
Lodo As, Fe'z'\:']”' Phe CGC EPS 68
Folhas de faia e Cde Pb MCC ETMW 69
folhas de oliva
Mexilhao Cu MCC ETUS 70
Frutos do mar Mn MCC ETUS 71
Mexilhao CdePb MCC ETUS 72
Frutas e legumes Cd MCC ETUS 73
Carne Zn MCC ETUS 74

Siglas: MMA - monometil arsénio, DMA - dimetil arsénio, AsB - arsenobetaina, AsC - arsenocolina,
TMAO - 6xido de trimetilarsina, CGC - coluna de grande calibre, CBR — coluna em bobina rotativa,
MMC - minicoluna cilindrica, EPS - extracao parcial e sequencial, ETMW - extracao total assistida por
radiacdo micro-ondas e ETUS - extracdo total assistida por ultrassom.
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a Microcoluna cilindrica b |Bomba Peristaltica
C R T IO -
MccC
Coluna em hobina rotativa Camara de fluxo agitado

Bomba de Alta Pressio
CBR Coluna de grande calibre CFA (HPLC)

FIGURA 1.2.3.2.1 - Dispositivos e equipamentos utilizados em sistema de extragao
em fluxo: reatores contendo a amostra (a)'° (N° da licenca: 4033101084367 -
Elsevier) e sistemas de propulséo (b).

A CFA foi um dos primeiros dispositivos projetados para uso em extracao
sequencial em fluxo, apresentando a vantagem de suportar grandes quantidades de
amostra (ca.l g), sem causar pressurizagao significativa do sistema, além disso ndo
ha restricdo quanto ao tamanho de particula. Contudo, esse dispositivo apresenta um
elevado volume morto, que pode resultar em erros em quantificagcdes em linha e
diminuir a precisdo do sistema. Dentre 0s reatores apresentados a CBR é o mais
notavel dispositivo uma vez que nao necessita de membranas e/ou filtros para reter a
amostra, pois a mesma € condicionada dentro da coluna por acéo da forca centrifuga.
Porém, esse reator € limitado a amostras homogéneas com particulas menores que o
diametro da coluna do reator. Além disso, a CBR necessita instrumentacao especifica
e complexa, o que limita a sua disseminacdo em laboratérios de rotina e de pesquisa'®.

A MCC ainda € o reator mais escolhido para sistemas de extragdo em
fluxo, sendo que para construcdo da MCC tém sido utilizados tubos de
fluoropolimeros, cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) e até colunas de HPLC.
Além disso, a MCC apresenta um Volume morto minimo, o que resulta em extratos
mais concentrados do que aqueles obtidos usando CFA e CBR e implica em menor

consumo de solucdo extratora. Todavia, a aplicacdo da MCC é restrita a pequenas
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massas de amostra (5 - 200 mg), pois o0 aumento do tamanho da coluna e quantidade
de amostra empacotada causam o aumento da pressao do sistema, que pode originar
vazamentos e/ou percolacéo da solucdo por caminhos preferenciais e, assim, limita a
aplicabilidade do sistema para amostras com alta homogeneidade a fim de garantir
uma boa repetibilidade. Além disso, ha a necessidade de empacotar as amostras, 0
que diminui a frequéncia analitica do procedimento, uma vez que esse trabalho é feito
manualmente e cuidadosamente para evitar formacdo de volumes mortos ou
entupimentos devido ao denso empacotamento!®66.67.75. Também foi desenvolvida a
CGC, que pode ser aplicada em maiores quantidades de amostra, o que possibilita a
andlise de amostras que ndo sdo altamente homogéneas. Nesses dispositivos é
necessario fluidizar a amostra usando altas vazdes do extrator para garantir a
homogeneidade da suspensédo da amostra dentro do reator e evitar o isolamento de
particulas individuais no meio da solucdo extratora. O uso da CGC possibilita trabalhar
com até 2 g de amostra sem uma etapa prévia de homogeneizacdo (moagem e
classificacdo)9-4°,

A bomba peristaltica € o sistema de propulsdo mais utilizado para
transporte da solucdo extratora em sistemas de extracdo em fluxo, como
consequéncia do seu custo adequado e facil operacao. Porém, o uso de uma bomba
peristaltica é incompativel com o emprego de solventes corrosivos (acidos fortes ou
agentes oxidantes) e dificulta o emprego de reatores que possam trabalhar com
maiores massas de amostras (CBR e CGC). Ja as bombas de alta pressao de HPLC
tém sido adaptadas para aplicacdo em sistemas de extragcdo em fluxo com alta
impedancia no sistema de extracdo, porém, os sistemas que fazem uso dessa bomba
continuam sendo afetados pela pressurizacdo do sistema. Esse aspecto e o custo até
sete vezes maior do que uma bomba peristaltica limitam a aplicabilidade de bombas
de alta pressdo em sistemas de extracdo em fluxo0:22.66.67,

Apesar de ndo haver sistemas de extracdo fluxo-batelada para a
determinacao de macro e micronutrientes em tecido animal e vegetal, ha a proposicao
na literatura de um sistema de extracdo fluxo-batelada para determinagéo de
antroquinonas em plantas medicinais’. Sistemas fluxo-batelada tem a vantagem de
combinar caracteristicas de sistemas em fluxo, multicomutado e batelada. Além da
capacidade de ser acoplado com diversos equipamentos de preparo de amostra e
quantificacdo dos analitos’®’’. Um exemplo da vantagem desses sistemas € a nédo

necessidade de utilizar reatores fixos através dos quais flui a solugéo extratora, como
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0s reatores mencionados anteriormente: MCC, CBR, CFA e CGC. Esse aspecto
facilita a etapa de quantificagcdo, uma vez, que s&o obtidos extratos com
concentracdes homogéneas do analitos’®.

A maioria dos trabalhos reportados na literatura faz determinacfes
parciais dos analitos e os trabalhos que propuseram a determinacao total dos analitos
sdo geralmente aplicados para amostras de tecido vegetal. Além disso, ndo h4 a
proposicdo de sistema de extracdo fluxo-batelada que possibilite a analise
multielementar de macro e micronutrientes por ICP OES. Assim, torna-se atrativo o
desenvolvimento de um sistema de extracao fluxo-batelada para a determinacgéo de

macro e micronutrientes em amostras de tecidos animal e vegetal por ICP OES.

1.2.4 - Tipos de determinagdes em sistemas em fluxo

Os sistemas de preparo de amostra em fluxo ou fluxo-batelada tém como
vantagem a versatilidade, que permite o acoplamento direto dos mesmos com
diferentes tipos de sistemas de deteccdo. O modo de deteccéo aplicado no sistema
em fluxo e fluxo-batelada pode ser classificado em quatro tipos: in-line, on-line, at-line
e off-linel78.79,

O modo de deteccéo in-line ocorre quando ha a determinacao do analito
de interesse diretamente do meio reacional e normalmente envolve o uso de sensores,
gue sao inseridos ou posicionados no reator no qual ocorre o preparo da amostra.
Esse modo de quantificacdo € pouco aplicado em sistemas em fluxo e fluxo-batelada,
apesar de ser uma forma interessante de monitoramento e ser teoricamente aplicavel.
As aplicacdes mais frequentes de detectores in-line sdo as medidas de pH, eletrodos
seletivos, temperatura, pressao, densidade e vazao’®-8. Esse tipo de abordagem nédo
€ possivel de ser realizada por determinacdes espectrométricas, pois tais
instrumentos sdo de grande porte quando comparados com 0s sistemas em fluxo e
fluxo-batelada e a amostra deve ser direcionada ao instrumento a fim de passar pelos
processos fisicos e quimicos que permitam a quantificacao do analito.

O modo de deteccdo que permite 0 monitoramento mais rapido dos
analitos de interesse por técnicas espectrométricas é a on-line. Nesse modo ha uma
conexao fisica entre os sistemas em fluxo e fluxo-batelada com o sistema de deteccéo,
onde a transferéncia da amostra é realizada por meio de interfaces tais como: bombas
peristalticas, injetores comutadores, valvulas e bombas solenoides, conectores em T

ou interfaces de divisdo de fluxo. Dessa forma, o processo é automatizado, podendo
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ser controlado por dispositivos eletrénicos e 0s respectivos programas de controle. A
grande vantagem desse modo de deteccao € a pequena interferéncia do analista no
processo por serem realizadas em sistemas fechados, o que diminui os erros
analiticos e permite a limpeza da interface durante o procedimento’®7°8%82 Apesar
desse modo de deteccao ser facilmente combinado com técnicas espectrométricas, a
determinacao on-line dos digeridos oriundos de sistemas de digestao em fluxo por ICP
OES néo é uma tarefa simples, pois nos digeridos ha altas concentracdes de gases
gerados durante a digestdo que podem extinguir o plasma de argbnio, 0 que exige o
uso de sistemas de nebulizacdo apropriado para permitir tal modo de detecg&o3%4°,

Essas duas formas mencionadas anteriormente sao as que possibilitam
um rapido monitoramento dos analitos, sendo assim possivel realizar estudos
cinéticos de reacdes quimicas e até mesmo o controle de processos industriais!!: /880,
Nos modos de deteccdo at-line e off-line ndo ha o acoplamento direto entre o sistema
em fluxo com o instrumento aplicado na quantificagcdo dos analitos. No modo de
deteccao at-line a amostra € coletada no final do sistema em fluxo ou fluxo-batelada
e, em seguida, a quantificacdo é realizada. Apesar do curto intervalo de tempo entre
o preparo da amostra e a quantificacdo dos analitos, ndo ha uma conexao fisica entre
0os dois sistemas, 0 que exige a atuacao de um operador ou de um dispositivo
automatizado ou robotizado. Um exemplo, € o uso de amostrador automéatico que
realiza a introducdo das amostras no espectrémetro logo apos a coleta de mesma no
final do sistema de preparo de amostra em fluxo ou fluxo-batelada’®-82.

Por fim, a deteccao off-line ocorre quando h& a coleta das amostras no
final de um sistema em fluxo ou fluxo-batelada, que sdo armazenadas para posterior
analise por equipamentos que nem sempre estdo no mesmo espaco fisico que se
encontra o sistema em fluxo ou fluxo-batelada. Esse modo apresenta uma grande
versatilidade, uma vez que a amostra pode ser analisada por diferentes técnicas
instrumentais e pode ser quantificada por mais de uma vez visando confirmar os
resultados. Ademais, sédo independentes do uso de interfaces apropriadas e sistemas
automatizados, que podem aumentar os custos de operacédo e confecgao do sistema.
Porém, requer mais horas de trabalho do analista, diminui a frequéncia analitica do
método e aumenta a susceptibilidade aos erros analiticos!?78:81.82,

O importante na escolha do modo de detecgéo é avaliar o que é viavel
ao processo. Apesar dos modos de deteccéo in-line e on-line serem aparentemente a

melhor opg¢do, nem sempre podem ser realizados devido a dificuldades operacionais

18



ou devido ao custo envolvido na confecgdo e aquisicdo de tais dispositivos. Além
disso, mais de um modo de deteccdo pode ser aplicado, assim enquanto variaveis
como pressao e temperatura podem ser monitoradas in-line, uma fragcdo da amostra
pode ser direcionada para determinacao on-line dos analitos e o restante da amostra
pode ser coletada no final do sistema para andlises adicionais pelo modo at-line ou
off-line. E importante enfatizar que o ICP OES é um equipamento de custo elevado e
com alto custo operacional, desse modo € viavel a realizacdo de monitoramento on-
line dos analitos de interesse, quando a amostra obtida no final do processo possa ser
diretamente introduzida no equipamento sem causar danos fisicos ao mesmo ou
afetar a qualidade dos dados obtidos. Ademais, quando a frequéncia analitica do
sistema em fluxo é menor do que a frequéncia analitica do ICP OES ha um maior

consumo de argbénio por amostra analisada, o que aumenta o custo do procedimento.
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Capitulo 2

Objetivos Gerais



2.1 - OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desta tese de doutorado foi o desenvolvimento e a avaliagao
de sistemas em fluxo e fluxo-batelada de preparo de amostra para a determinacéo de
macro e micronutrientes em amostras de tecidos vegetais, tecidos animais e alimentos

por ICP OES. Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v' Preparar e caracterizar as amostras sélidas e liquidas aplicadas na avaliacao
do desempenho dos sistemas de digestdo em fluxo assistido por radiacao
micro-ondas e sistema de extracéo fluxo-batelada;

v' Avaliar o desempenho de um sistema de digestdo em fluxo assistido por
radiacdo micro-ondas operado sob alta pressao e temperatura no preparo de
amostras sélidas de tecidos animais e tecidos vegetais e de amostras liquidas
de sucos de frutas e leite para determinacdo de macro e micronutrientes por
ICP OES durante estagio na Universidade Tecnoldgica de Graz, Austria;

v" Desenvolver e avaliar o desempenho de um sistema de extracao fluxo-batelada
operado sob condicbes ambientes para o preparo de amostras sélidas de
tecidos animais e tecidos vegetais para determinacdo de macro e
micronutrientes por ICP OES no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos;

v' Comparar o desempenho dos procedimentos de preparo de amostra em fluxo
com o procedimento de preparo de amostra em batelada baseado na digestéao

acida assistida por radiacdo micro-ondas.
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Capitulo 3

Preparo e caracterizacao das amostras
solidas e liquidas



3.1 - INTRODUCAO

A caracterizacdo das amostras € de fundamental importancia para
avaliar o desempenho de um método de preparo e entender 0s processos quimicos e
fisicos envolvidos. Um parametro importante que afeta a eficiéncia de processos
guimicos envolvendo uma fase soélida e outra liquida € a distribuicdo do tamanho das
particulas. A eficiéncia de extracdo de diversos compostos e elementos de amostras
sélidas esta diretamente relacionada com a distribuicdo do tamanho das particulas®-
85, Geralmente, particulas menores possibilitam atingir maior eficiéncia de extracéo,
porém essas também podem causar o entupimento de filtros ou reduzir a eficiéncia
de extracdo devido a formacdo de aglomerados®+8. Extracées quantitativas foram
atingidas com particulas de amostra entre 150 e 300 um conforme demonstrado por
SARI e VELIOGLU® e WIJAYA et al.8%, mas houve entupimento de filtros quando essa
faixa de tamanho de particulas foi utilizada por PRIEGO-CAPOTE e LUQUE DE
CASTRO®3, o0 que exigiu o uso de particulas maiores. O tamanho das particulas
também afeta a estabilidade de emulsdes, sendo que alguns trabalhos na literatura
sugeriram o uso de amostras com tamanhos de particulas inferiores a 100 pum para o
preparo de emulsfes, que normalmente sdo os tamanhos de particulas de materiais
de referéncia certificados (CRMs)6:86.87,

Outro parametro importante para a avaliacdo do desempenho de um
procedimento de digestdo é o teor de carbono organico total (TOC) da amostra®.
Considerando-se esse valor e a concentracao do carbono organico residual (ROC)
apos a digestdo da amostra é possivel avaliar a eficiéncia do procedimento de
digestdo®®-°, Quando o teor de TOC da amostra é desconhecido, a avaliacdo da
eficiéncia da digestdo s6 pode ser qualitativa e baseada na concentracdo de ROC,
que é dependente do tipo e quantidade de amostra utilizada no procedimento®8.

Assim, a caracterizac¢do fisica e quimica das amostras sélidas e liquidas
aplicadas no desenvolvimento de um método de preparo de amostra é importante,
especialmente em sistemas de digestdo em fluxo e de extracéo fluxo-batelada quando

se tornam primordiais para avaliacdo do desempenho dos mesmos.
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3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste capitulo foram:

v' Coletar e preparar as amostras sélidas e liquidas que foram aplicadas no
desenvolvimento e na avaliacdo dos sistemas de digestdo em fluxo e extragao
fluxo-batelada;

v' Caracterizar as amostras sélidas e liquidas, determinando-se o teor e a
concentracdo de TOC, respectivamente, no intuito de avaliar a eficiéncia de
digestdo do sistema de digestdo em fluxo e determinar os teores de macro e
micronutrientes para avaliar a exatiddo dos procedimentos desenvolvidos;

v' Determinar o tamanho de particula médio das amostras sélidas e a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos de particulas para avaliar a
possibilidade de preparar emulsdes homogéneas e possibilitar extracdes
rapidas e quantitativas dos constituintes inorganicos dessas amostras.

3.3 - MATERIAIS E METODOS

3.3.1 - Equipamentos

As amostras de tecido vegetal foram secas em estufa de circulacéo de
ar forcado (Modelo 330, Fanem, Brasil) e as amostras de tecido animal foram
liofiizadas em um liofilizador comercial (MicroModulyo Freeze Dryer, Thermo
Scientific, EUA). As digestfes assistidas por radiacdo micro-ondas em batelada das
amostras solidas e liquidas foram realizadas em um forno micro-ondas de cavidade
(Multiwave 3000, Anton Paar GmbH, Austria) em frascos de PFA (Modelo HF — 40
bar) suportados por capas ceramicas. Destiladores de acido foram utilizados para a
purificacdo do HNO3 e HCI destilacdo desses acidos abaixo dos seus pontos de
ebulicdo. A purificacéo do 4cido nitrico foi realizada no sistema de destilacao de &cidos
Distillacid™ BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha), enquanto o acido cloridrico
foi realizado no sistema de destilacdo de acidos DUOPUR (Milestone, Sorisole, Italia).

As concentracdes de TOC das amostras liquidas de sucos de frutas e
leites foram determinadas usando um ICP OES com Visdo axial (Ciros Vison EOP,
Spectro, Alemanha) com nebulizador de fluxo cruzado, camera de nebulizacao tipo
Scott e uma tocha padrdo de ICP com 2,5 mm de diametro interno do tubo injetor.
Para as medidas foi utilizada a poténcia de radiofrequéncia de 1,4 kW, vazdes de gas

externo, intermediario e de nebulizacdo de 12,5; 0,6 e 0,83 L min‘t, respectivamente,
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e a linha de emisséo atdmica monitorada foi C 193,091 nm. Os teores de TOC das
amostras solidas de tecido vegetal e animal foram determinadas por um Analisador
CHNS/O (2400 Series Il CHNS/O Elemental Analyzer, Perkin Elmer, EUA), sendo que
para essas analises as amostras foram pesadas em microbalanca analitica (Modelo
ADG6, Perkin Elmer, EUA). A distribuicdo dos tamanhos de particulas das amostras
sélidas de tecidos vegetal e animal foi medida por um analisador de tamanho de
particula por difracdo com laser (Fritsch Analysette 22 MicroTec plus, FRITSCH,
Alemanha).

Os analitos foram quantificados nos digeridos usando o ICP OES
descrito acima, sendo aplicadas as mesmas condi¢des instrumentais com excecéo da
poténcia de radiofrequéncia que foi alterada para 1,35 kW. As seguintes linhas de
emissdo (nm) foram usadas para quantificacdo dos analitos: Al 167,078(ll), As
189,042(1), B 249,773(l), Ba 455,404(1l), Ca 317,933(11), Cu 324,754(1), Fe 238,204(ll),
K 766,491(1), Mg 280,270(I), Mn 257,611(I), Na 589,592(), P 177,495(1), S
180,731(l), Sr 407,771(ll), Sc 424,683(l) e Zn 213,856(1), sendo que (I) e (I)
representam as linhas atébmicas e idnicas, respectivamente. Dentre os elementos
monitorados, Sc foi utilizado como padréo interno e adicionado aos digeridos antes

das analises.

3.3.2 - Reagentes e amostras

Todas as solugdes e suspensdes foram preparadas com HNO3 destilado
abaixo do ponto de ebulicdo, HCI e HF de alta pureza (Suprapur, Merck, Alemanha) e
agua desionizada (18 MQ cm, Barnstead Nanopure, Thermo Fisher Scientific, EUA).
As curvas de calibragdo foram preparadas a partir de uma solucdo padréo
multielementar contendo 100 mg L de Al, As, B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sre
Zn (Roth, Alemanha) em HNO3s 3% V V! e solucdes estoque 1000 mg L de enxofre
e fosforo (SCP Science, Canada).

As amostras sélidas utilizadas foram compostas por muasculo bovino,
figado bovino, camaréao e folhas de espinafre, laranjeira e tomateiro, sendo essas
obtidas no comércio local de Sdo Carlos (SP, Brasil). Enquanto que as amostras
liquidas utilizadas nos estudos foram de leite integral (3,5% de gordura, Vollmich,
Jeden Tag, Austria), leite semidesnatado (0,9% de gordura, Osterreichische Bio-
Bergbauern-Leichtmilch, Naturapur SPAR, Austria), suco de maca (100% Apfel,
SPAR, Austria) e suco de manga (Happy day, RAUCH, Austria). As amostras de leites
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e sucos de frutas foram obtidas no mercado local de Graz (Austria). Também foram
utilizados dois CRMs: figado bovino (NIST 1577b) e folhas de macieira (NIST 1515).

3.3.3 - Preparo de amostras

As amostras liquidas foram armazenadas até o momento do preparo,
ndo passando por nenhum tratamento prévio. Essas amostras foram conservadas em
um freezer a -18 °C em tubos de polietileno (PE) de 50 mL para conservacdo em
longos prazos, sendo essas descongeladas durante a noite em uma geladeira
comercial a 4 °C antes da digestao assistida por radiacdo micro-ondas em frascos
fechados. As amostras de tecido vegetal foram lavadas antes de murcharem com
agua da torneira e, em seguida, com agua desionizada, a fim de remover residuos de
solo e poeira, que poderiam estar aderidos a superficie das folhas e contaminar as
amostras durante o preparo. Posteriormente, essas amostras foram secas com papel
toalha, colocadas em sacos de papel e secas em estufa com circulagéo de ar forcado
a 60 °C por 72 h até atingir massa constante. Por sua vez, as amostras de tecido
animal foram mantidas em congelador at¢ o momento do preparo. Essas foram
picadas em pequenos cubos usando uma faca de ceramica (ZrO2) e, em seguida,
congeladas com uso de nitrogénio liquido e liofilizadas por 48 h até atingir massa
constante. As amostras foram pesadas antes e apos secagem a fim de determinar o
teor de umidade das amostras.

ApoOs a etapa de desidratacdo, essas amostras foram moidas em um
moinho criogénico, sendo que o programa de moagem foi otimizado de acordo com
as caracteristicas das amostras (condi¢cdes apresentadas na TABELA 3.3.3.1.) As
amostras de tecido animal precisaram de tempos maiores de pré-congelamento, uma
vez que sdo mais macias e flexiveis que as amostras de tecido vegetal. Na maior parte
das amostras foi utilizada somente uma bola grande de aco inoxidavel que garante
uma maior homogeneidade das amostras. Porém, para amostras mais fibrosas
(musculo bovino e folhas de laranjeira) foram utilizadas trés bolas pequenas de ac¢o
inoxidavel, que favorecem o rompimento das fibras. As amostras moidas foram
armazenadas em frascos de polietileno que foram armazenados em dessecadores,

onde as amostras foram mantidas até o momento da analise.
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TABELA 3.3.3.1 - Condi¢bes utilizadas na moagem das amostras soélidas de tecido
animal e vegetal.

Amostra trc (Min) Fec (Hz) tm (Min) Fm (Hz)
Folhas de laranjeira 15 5 2,0 20
Folhas de tomateiro 15 5 2,0 20
Folhas de espinafre 0,5 5 2,5 20

Musculo bovino 4,0 5 4,0 25
Figado bovino 15 5 2,0 25
Camarao 2,0 5 3,0 25

Siglas: tec - tempo de pré-congelamento, Frc - frequéncia de agitacao de pré-congelamento, tv - tempo
de moagem, Fwm - frequéncia de agitacdo de moagem.

3.3.4 - Caracterizacéo das amostras solidas e liquidas

Inicialmente foi avaliado o teor de umidade das amostras solidas
pesando-se as mesmas antes e apos o procedimento de desidratacdo. Em seguida,
essas amostras sélidas de tecido animal e vegetal foram moidas como descrito
anteriormente, sendo que a distribuicdo e o tamanho médio das particulas das
amostras pulverizadas foram determinados por um analisador de tamanho de
particula por difracdo com laser. Cerca de 200 mg das amostras foram dispersas em
agua desionizada com auxilio de um banho ultrassénico para quebrar os aglomerados
de particulas. As suspensdes foram gradativamente adicionadas ao equipamento até
promover o obscurecimento entre 10 a 15% do feixe do laser, sendo as medidas
realizadas nessa condicdo, seguindo as recomendacfes do fabricante. As
determinacdes foram efetuadas em triplicata, sendo o resultado final expresso como
a média das medidas. Esses dados possibilitardo entender a estabilizacdo das
suspensdes das amostras solidas que foram digeridas no sistema de digestdo em
fluxo e a cinética de extracao de macro e micronutrientes no sistema de extracao fluxo-
batelada.

As concentracbes e teores de TOC das amostras liquidas e sdélidas,
respectivamente, foram determinados para avaliar a eficiéncia das digestées em fluxo.
A concentracdo de TOC das amostras liquidas foi determinado diretamente por ICP
OES, sendo que antes da introducdo no equipamento as amostras de leite e suco de
frutas foram diluidas 100 e 500 vezes com agua desionizada para que as
concentragbes de carbono estivessem dentro da faixa linear de calibragdo do
procedimento. Toda as medidas foram realizadas em triplicada e Sc foi adicionado as
amostras como padrao interno. O teor de TOC das amostras sélidas de tecido vegetal
e tecido animal foi determinado em um analisador CHNS/O. Nessa analise, cerca de

6 mg de amostra foi diretamente pesada em capsulas de estanho com auxilio de uma
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microbalanga analitica diretamente conectada ao analisador elementar CHNS/O para
aquisicao direta das massas pesadas. Em seguida, as capsulas foram manualmente
introduzidas no forno do analisador e o padréo de referéncia utilizado na calibracéo
do equipamento foi a acetanilida, que € um composto organico de composicao
elementar conhecida.

Os macros e micronutrientes nas amostras solidas e liquidas foram
determinados por digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas e medidas por
ICP OES. Esses teores foram utilizados como valores de referéncia para avaliacdo da
exatiddo e precisdo dos procedimentos desenvolvidos. Todas as digestbes foram
realizadas no forno micro-ondas descrito anteriormente. O programa de aquecimento
utilizado para as amostras solidas de tecido vegetal e animal foi uma rampa de 10 min
até 1,4 kw, com um aquecimento por 20 min mantendo a poténcia de 1,4 kW e uma
etapa de resfriamento de 15 min. Para as amostras liquidas de sucos de frutas e leite
a rampa de aquecimento sob poténcia aplicada de 1,4 kW foi estendida a 15 min, para
evitar aumento brusco de pressao dentro do frasco fechado e risco de explosédo, uma
vez que essas amostras sao ricas em acucares, que sao altamente reativos, sendo
gue as demais condi¢cdes da rampa de aquecimento foram as mesmas aplicadas para
as demais amostras solidas. Nas digestdes foram utilizados 250 e 2000 mg de
amostras solidas e liquidas, respectivamente. Nas digestdes das amostras de tecido
animal foram utilizados 4 mL de HNOs e 1 mL de HCI, enquanto que na digestédo das
amostras de tecido vegetal foi utilizada a mesma mistura acida com adi¢éo de 200 pL
HF. J& na digestdo das amostras liquidas de sucos de frutas e leite foram utilizados 5
mL de HNO3s e 500 pL HCI. Apos digestéo, todos os digeridos foram transferidos para
tubos Falcon®, diluidos com &gua deionizada ao volume de 50 mL para ajuste da
acidez do meio e foi adicionado Sc como padréo interno. Todas as digestdes foram
realizadas em triplicata e os digeridos foram caracterizados por ICP OES nas

condi¢cbes anteriormente descritas.
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3.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 - Caracterizacdo das amostras soélidas
Os teores de umidade das amostras preparadas para a avaliagdo do
sistema de digestdo em fluxo e do sistema de extracdo fluxo-batelada sé&o
apresentados na TABELA 3.4.1.1. Os maiores teores de umidade foram observados
nas folhas de espinafre entre as amostras de tecido vegetal e camardo entre as
amostras de tecido animal. Isso era esperado, pois folhas de espinafre e camardes

sao alimentos que apresentam altos teores de agua.

TABELA 3.4.1.1 - Teor de umidade das amostras solidas selecionadas para aplicacdo
no sistema de digestdo em fluxo e extracao fluxo-batelada.

Amostra Teor de umidade (%)
Folhas de espinafre 93
Folhas de tomateiro 87
Folhas de laranjeira 62
Camaréo 87
Figado bovino 70
Musculo bovino 75

Nas FIGURA 3411 e FIGURA 3.4.1.2 sao apresentadas,
respectivamente, as amostras desidratadas de tecidos vegetal (folhas de espinafre,
tomateiro e laranjeira) e animal (camardo, masculo bovino e figado bovino). Ja as

amostras trituradas e prontas para uso sao apresentadas na FIGURA 3.4.1.3.
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Figado bovino Musculo bovino

FIGURA 3.4.1.2 - Amostras de tecido animal apds etapa de liofilizacao.
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FIGURA 3.4.1.3 - Amostras soélidas de tecidos vegetais e animais moidas, a: folhas
de espinafre, b: folhas de tomateiro, c: folhas de laranjeira, d: camarao, e: figado
bovino e f: musculo bovino.

As amostras de tecido vegetal de folhas de espinafre e tomateiro
apresentaram-se visualmente mais finas dos que as amostras de tecido animal de
camaréo e figado bovino. As amostras de folhas de laranjeira e musculo bovino foram
moidas usando trés pequenas esferas inox ao invés de uma esfera de inox grande e,
mesmo nessa condicdo, ainda apresentaram fibras na amostra pulverizada mesmo
apos a etapa de moagem. Entretanto, uma avaliacdo visual ndo foi suficiente para
avaliar a homogeneidade e verificar se as amostras apresentam tamanhos de
particulas suficientemente pequenos para o preparo de emulsées para introdugéo no
sistema de digestdo em fluxo ou para garantir processos rapidos de extracdo no
sistema de extracao fluxo-batelada. Desse modo, foi determinada a distribuicdo do
tamanho médio de particulas das amostras usando um analisador de tamanho de
particula por difracdo com laser, sendo os resultados apresentados na FIGURA
3.4.1.4.
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=== Folhas de Espinafre Folhas de Laranjeira Folhas de Tomateiro = Figado Bovino ===MUsculo Bovino Camaréo

FIGURA 3.4.1.4 - Distribuicdo do tamanho de particula das amostras solidas em
escala logaritmica, a: amostras de tecido animal e b: amostras de tecido animal

De acordo com a FIGURA 3.4.1.4, as amostras de tecido vegetal
apresentaram um perfil mais heterogéneo do que as amostras de tecido animal, isso
pode ser devido aos menores tempos de congelamento e moagem, a menor
frequéncia de agitacdo de moagem e ainda caracteristicas intrinsecas das amostras.
Os tamanhos de particulas variaram de modo geral de 0,1 a 500 um para amostras
de tecido vegetal e de 0,1 a 340 um para as amostras de tecido animal, sendo que as
amostras que apresentaram maior proporcao de particulas com maiores dimensées
foram as amostras de folhas de laranjeira e masculo bovino, que sdo mais fibrosas e,
consequentemente, mais dificeis de serem moidas. Apesar dessas diferencas os
tamanhos médios de particulas foram 35, 48, 27, 29, 47 e 27 um para as folhas de
espinafre, folhas de laranjeira, folhas de tomateiro, figado bovino, masculo bovino e
camardo, respectivamente. De acordo com a literatural®8687 esses tamanhos de
particula sdo suficientemente diminutos para o preparo de emulsdes estaveis.

Os teores de TOC, hidrogénio e nitrogénio também foram determinados
nas amostras sélidas (TABELA 3.4.1.2). De modo geral, os teores de TOC, hidrogénio
e nitrogénio variaram respectivamente entre 33 e 47%, 4 e 6% e 3 a 13% m m™! para
as amostras sélidas e os teores médios de TOC, hidrogénio e nitrogénio foram 40, 5
e 8 % m m, respectivamente. Maiores concentracdes de nitrogénio foram observadas
nas amostras de tecido animal, o que era esperado devido ao maior teor proteico
presente nessas amostras. Os teores de TOC e hidrogénio foram similares em todas
as amostras avaliadas. Os teores de TOC foram utilizados na avaliacdo da eficiéncia

de digestdo do sistema de digestdo em fluxo.
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TABELA 3.4.1.2 - Teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio nas amostras solidas.
Concentracdo percentual (m m?)

Amostras Carbono Org. Hidrogénio Nitrogénio
Folhas de Espinafre 32,7 4,1 6,1
Folhas de Laranjeira 41,4 4,6 2,7
Folhas de tomateiro 36,7 4,7 4,9

Figado bovino 46,5 5,6 10,6
Musculo bovino 44,5 55 13,3
Camaréo 38,8 5,1 12,0

Nessas amostras também foram determinados os teores de macro e
micronutrientes apoés digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas em frascos
fechados, a fim de usar esses valores como referéncia na avaliacdo da precisao e
exatidao dos sistemas de digestao em fluxo e extracao fluxo-batelada. Os LODs foram
calculados de acordo com trabalhos da literatura®-°2, onde os sinais da concentracéo
equivalente ao sinal de fundo (BECs) e os desvios padrdes relativos (RSDs) séo
considerados no célculo dos LODs. As equacdes utilizadas nos célculos sédo descritas

abaixo:

Igp—1 ~
SBR = y EQUACAO 3.4.1.1
SB
C ~
BEC = SB%’; EQUACAO 3.4.1.2
3 XBEC XRSD ~
LOD = % EQUACAO 3.4.1.3

Inicialmente foi calculada a razéo do sinal analitico pelo sinal de fundo
(SBR) como descrito na EQUACAO 3.4.1.1, onde Isr € Isg sdo0 as intensidades de
sinal para a solucao de referéncia e solucéo do branco respectivamente. Na sequéncia
foi determinado o valor do BEC de acordo com a EQUACAO 3.4.1.2, onde Csr é a
concentracdo da solucdo de referéncia (mg L?). Por fim, é calculado o LOD pela
EQUACAO 3.4.1.3, sendo utilizado o RSD calculado por 10 brancos de procedimentos
independentes. Os LODs da digestédo &cida assistida por radiagdo micro-ondas em
frascos fechados para as amostras solidas de tecido vegetal e animal foram 7; 4; 0,3;
20;1;2;57;2;0,1; 3; 3;19; 0,1 e 0,4 mg kg para Al, As, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
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Na, P, S, Sr e Zn, respectivamente. Os teores de macro e micronutrientes nas

amostras de tecido vegetal e animal sédo apresentados na TABELA 3.4.1.3.

TABELA 3.4.1.3 - Teores de macro e micronutrientes em amostras de tecido vegetal
e animal determinados por ICP OES ap0s digestao &cida assistida por radia¢cdo micro-
ondas em frascos fechados, valor médio * incerteza, n = 5 e intervalo de confianca de
95%.

Amostra
Elemento Folhas de Folhas de Folhas de
espinafre laranjeira tomateiro
Al (mg kgt) 41+3 27,6 £0,8 98+3
Ba (mg kg?) 3,2+0,1 23,4+0,7 72+2
Ca (%) 1,6+0,1 1,8+0,1 3,8+0,3
Cu (mg kg?) 76+0,2 58+0,2 11,7+0,4
Fe (mg kg) 92+7 67+1 206 + 13
K (%) 6,5+0,1 1,8+0,1 2,78 + 0,03
Mg (%) 1,2+0,1 0,29 £ 0,01 0,45 + 0,03
Mn (mg kg?) 129+ 4 15,3+0,2 70+ 2
Na (%) 0,37 £ 0,02 105+ 16 480 + 14
P (%) 0,55 + 0,03 0,20+ 0,01 0,29 £ 0,01
S (%) 0,52 £ 0,02 0,24 £ 0,02 0,97 £ 0,03
Sr (mg kg?) 105+ 3 58 + 2 173 +7
Zn (mg kg?) 51+2 15+1 16,9+0,5
Elemento Figado bovino Musculo bovino Camaréo
Al (mg kg) <LOD <LOD 39+1
As (mg kg?) <LOD <LOD 12,3+0,5
Ca (mg kg?) 146 £ 5 131 +7 3830 + 34
Cu (mg kg?) 253+ 8 2,1+0,2 57%0,2
Fe (mg kg) 163 +5 60+ 2 31+1
K (%) 0,98 £ 0,04 1,34 +£0,03 0,28 £ 0,01
Mg (mg kg™?) 550 + 20 820 + 30 1900 + 60
Mn (mg kg?) 7,1+0,2 <LOD 7,7+0,2
Na (%) 0,19+0,1 0,190 + 0,004 1,9+0,1
P (%) 1,25 + 0,04 0,77 £ 0,02 1,44 + 0,04
S (%) 0,70 £ 0,02 0,75+ 0,02 1,09 £ 0,03
Sr (mg kg?) <LOD <LOD 57 +2
Zn (mg kg?) 109 +3 141 + 4 48+ 1

A exatiddo do método de digestdo acida assistido por radiacdo micro-
ondas em batelada foi avaliada usando CRMs visando garantir que os teores
determinados nas amostras possam ser utilizados como valores referenciais na
avaliacdo dos procedimentos desenvolvidos neste projeto. Nesse sentido foram
digeridas dois CRMs e os teores determinados foram comparados com os teores
certificados. De modo geral, os teores de macro e micronutrientes determinados nos
CRMs estédo de acordo com os teores certificados (TABELA 3.4.1.4) de acordo com

um teste t ndo pareado, pois o0s t calculados foram inferiores ao t critico (4,303). As
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excecbes foram K em ambos CRMs e Fe em folhas de macieira (NIST 1515).
Entretanto, ndo foi possivel determinar o teor de Na nas folhas de macieira (NIST

1515), uma vez que a concentragao esta proxima ao LOD.

TABELA 3.4.1.4 - Teores de macro e micronutrientes em CRMs determinados por ICP
OES ap0s digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados,
valor médio + incerteza, n = 3 e intervalo de confianca de 95%.

CRM Elemento Teores certificados Digestdo em batelada
Ca (mg kg?) 116+ 4 114 + 7
Cu (mg kg™) 160 + 8 156+ 9
Fe (mg kg™) 184 + 15 171 +£10
K (%) 0,994 + 0,002 0,95+0,01
Figado bovino Mg (mg kg™?) 601 + 28 555 + 33
(NIST 1577b) Mn (mg kgt 10,5+ 1,7 9,4+0,6
Na (%) 0,242 + 0,006 0,24 0,01
P (%) 1,1+0,03 1,1+0,1
S (%) 0,785 + 0,006 0,80 + 0,06
Zn (mg kg?) 127 + 16 119+ 7
Al (mg kg™) 286+ 9 275 £ 17
Ba (mg kg?) 49 + 2 44 + 3
Ca (%) 1,526 + 0,015 1,5+0,1
Cu (mg kg™ 5,64 + 0,24 5,4 + 0,4
Fe (mg kg™) 835 69 +4,1
Fn‘zg‘cai‘:ifae K (%) 1,61 + 0,02 1,66 + 0,02
(NIST 1515) Mg (%) 0,271 + 0,008 0,24 + 0,01
Mn (mg kg™) 54 + 3 47 +3
Na (mg kg?) 24,4 +1,2 <LOD
P (%) 0,159 + 0,011 0,14 + 0,01
Sr (mg kg?) 25+2 23+1
Zn (mg kg?) 12,5+0,3 12+1

3.4.2 - Caracterizacédo das amostras liquidas

As amostras liquidas de sucos de frutas e leites também foram
caracterizadas visando possibilitar posterior avaliacdo do desempenho do sistema de
digestdo em fluxo. Para essas amostras foram avaliadas as concentracées de TOC,
macro e micronutrientes, sendo que todas as medidas foram efetuadas em um ICP
OES. As concentracdes de TOC foram determinadas nas amostras diluidas em agua
desionizada antes da digestdo e os teores de macro e micronutrientes foram
determinados nos digeridos. As concentracbes de TOC determinados foram 45, 58,
42 e 60 g L para suco de macd, suco de manga, leite semidesnatado e leite integral,
respectivamente. As maiores concentracoes de TOC estavam presentes nas
amostras de suco de manga e leite integral, isso se deve a maior presenca de

particulas suspensas no suco de manga do que no suco de maca e ao maior teor de
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gordura no leite integral do que no leite semidesnatado. Os LODs para as amostras
liguidas também foram usando as equacdes descritas no topico 3.4.1 - Caracterizagcao
das amostras solidas (pag. 34). Os LODs foram 13; 29; 1; 26; 14; 3; 151, 8; 0,4; 14;
25; 80; 0,2 e 4 ug L para Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Sr e Zn,
respectivamente. Os teores de macro e micronutrientes foram determinados nas
amostras, entretanto o método de digestdo ndo foi avaliado com CRM, pois nao
haviam CRMs liquidos representativos para essas amostras. Os teores de macro e
micronutrientes determinados nas amostras liquidas sdo apresentados na TABELA
3.4.2.1. Esses teores ndo foram comparados com informacdes fornecidas pelos

fabricantes porque essas nao estao disponiveis no rotulo.

TABELA 3.4.2.1 - Teores de macro e micronutrientes em sucos de frutas e leites
determinados por ICP OES apés digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas
em frascos fechados, valor médio + incerteza, n = 5 e intervalo de confianca de 95%.

Elemento Suco de maga Suco de Leite Leite integral

(mg L?) & manga semidesnatado 9
Al 04+0,1 0,16 + 0,04 <LOD <LOD
B 1,86 £ 0,06 0,13 +£0,02 <LOD <LOD
Ba 0,11+0,01 92+3 <LOD <LOD
Ca 123+ 4 0,15+ 0,02 1236 + 43 1232 £ 42
Fe 0,85+ 0,03 0,48 + 0,05 0,14 + 0,03 0,19 + 0,06
K 670 + 20 325+10 1092 + 38 1067 + 37
Mg 53+£2 44 £ 2 104 £4 106 £4
Mn 0,38 £ 0,01 0,34 £ 0,02 <LOD <LOD
Na 15,0+0,4 9,8+0,3 318 +11 30911
P 63 +2 37+1 945 + 33 991 + 34
S 27+ 2 302 332+21 356 + 29
Sr 0,79 £ 0,02 0,58 + 0,02 0,21 +0,01 0,28 + 0,02
Zn 0,10+ 0,02 0,27 + 0,03 3,7+£0,1 4,2+0,2

3.5 - CONCLUSOES PARCIAIS

As caracterizacbes das amostras solidas e liquidas possibilitardo a
avaliacdo do sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas
operado sob altas temperaturas e pressoes e do sistema de extracao fluxo-batelada.
Da mesma maneira, a determinacéo de TOC nas amostras serdo importantes para a
avaliacdo da eficiéncia de digestdo no sistema de digestdo em fluxo no preparo das
amostras solidas e liquidas. A distribuicdo dos tamanhos de particulas das amostras
sélidas é apropriada para o preparo de suspensdes gque serdo digeridas no sistema
em fluxo e possibilitardo as extracdes em fluxo sem entupimento dos filtros em linha.
Além disso, os pequenos tamanhos de particulas das amostras possibilitaréo
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aumentar a velocidade de digestdo das amostras e a eficiéncia da extracdo dos
macros e micronutrientes no sistema de digestdo em fluxo e de extracdo fluxo-
batelada, respectivamente. A realizacdo das digestdes acidas assistidas por radiacao
micro-ondas em frascos fechados possibilitara uma melhor comparacéo operacional

entre os modos de preparo de amostra em fluxo, fluxo-batelada e batelada.
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Capitulo 4

Avaliacdo de um sistema de digestao em fluxo
assistido por radiacao micro-ondas sob alta
pressao e temperatura com reator de grande

volume para o preparo de amostras de tecido

vegetal e animal



4.1 - INTRODUCAO

A digestdo em fluxo de amostras solidas em suspensdo requer o
emprego de sistemas de alta presséo e temperatura que podem ser obtidos usando
reatores adaptados a suportarem tais condi¢des e valvulas de controle de pressao na
entrada e saida do sistema visando evitar a expulsdo da amostra do reator. Contudo,
desenvolver reatores adequados a tais condicfes ndo € algo simples. Os materiais
comumente utilizados nos reatores de sistemas de digestdo em fluxo assistidos por
radiagcao micro-ondas como PTFE ou PFA apresentam resisténcia mecéanica limitada,
podendo suportar no maximo 20 bar de pressdo e temperatura de até 180 °C3*. Em
sistemas de digestdo em fluxo induzida por conducédo térmica podem ser utilizados
reatores metélicos como a liga de Pt/Ir (80/20) que pode suportar pressdes de até 400
bar, sendo resistente a diversos acidos e/ou misturas acidas, porém Vale ressaltar
que o uso de acido fluoridrico reduz drasticamente o tempo de vida desse reator4®42,
Tubos de quartzo espessos podem ser utilizados em ambos o0s tipos de sistemas, 0s
quais suportam temperaturas e pressdes superiores aos reatores poliméricos, porém
inferiores aos reatores metalicos, entretanto, esses reatores inviabilizam o uso de
acido fluoridrico3+3,

HAIBER e BERNDT#? avaliaram o uso de um reator de Pt/Ir (80/20) em
um sistema de digestdo em fluxo induzido por conducgéo térmica sob alta presséo e
temperatura, sendo o reator uma coluna cromatogréafica capilar enovelada em torno
de um aquecedor cilindrico de aluminio. O sistema foi operado sob menor presséo e
temperatura (ca. 200 bar e 320 °C) do que as suportadas pelo reator (ca. 400 bar e
400 °C), a fim de evitar vazamentos devido ao rompimento dos conectores poliméricos
de polieteretercetona (PEEK) presentes no sistema durante a digestdo. O sistema foi
aplicado na digestdo de amostras ambientais de lodo de esgoto, sendo alcan¢cado um
teor de ROC de 5% quando suspensdes com 0,5% (m m!) de amostras em HNO3
2,5 mol L foram digeridas sob vazédo de 1,2 mL min? e temperatura de 320 °C.
Entupimentos no sistema ocorreram devido a deposi¢cdo de silicatos em filtros de
retencdo de sélidos, sendo o problema resolvido pelo uso de HF diluido na mistura
acida. A exatidao do método otimizado foi avaliada pelo uso de dois CRMs de lodo de
esgoto (RTC CRMPR 9472 e BCR CRM 145 R). Os teores determinados de Cd, Cr,

Ni, Pb e Zn por ICP OES estdo de acordo com os valores certificados, bem como as
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concentragbes determinadas em trés amostras de lodo de esgoto estéo de acordo
com os valores determinados por diferentes laboratérios.

JACOB e BERNDT#! avaliaram a aplicabilidade do sistema descrito
anteriormente na digestao de diversos CRMs para determinacédo de Cd, Cu, Mn, Pb e
Zn por espectrometria de absor¢do atdbmica por chama (FAAS). Foram utilizados
CRMs de folhas de tomateiro (NIST 1573), folhas de espinafre (NIST 1570), folhas de
pomar (NIST 1571), farinha de trigo (NIST 1577), figado bovino (NIST 1577a), rim de
porco (CRM 186), lodo de esgoto (CRM 14R e CRMPR 9472), cinzas leves (NIST
1633a) e duas amostras de lodo de esgoto. Os teores determinados estavam em
concordancia com os valores certificados ou determinados previamente nas amostras
em laboratoérios externos. O procedimento envolveu a digestdo de suspensdes com
2% (m m*) de amostra em 2,5 mol L't HNOs, e com adicdo de 1,0 mol L'* HF nas
amostras silicatadas (cinzas e lodos de esgoto) a uma vazdo de 1,0 mL min?t e
temperatura de 320 °C*.. BIAN et al.*?> também avaliaram a aplicabilidade desse
sistema na digestdo de CRMs na determinacéo de Al, B, Ba, Ca, Cr, Cd, Cu, Fe, Mg,
Mn, Mo, Ni, Pb, Sr e Zn por ICP OES. Todos os elementos determinados, com
excecgdo do Fe, apresentaram Valores aceitaveis de acordo com os teores certificados
nas amostras de figado bovino (NIST 1577a e CRM185), folhas de tomateiro (NIST
1573), folhas de pomar (NIST 1571), aciculas de pinheiro (NIST 1575) e folhas de
espinafre (NIST 1570), quando digeridas suspensdes com 1% (m m1) de amostra em
2,5 mol L* de HNOs, sob vazéo de 1,2 ml min't e temperatura de 320 °C. Os teores
de ROC determinados estavam abaixo de 0,5% mesmo quando suspensdes com
4% (m m) de amostra foram submetidas a digestdo nas condicdes descritas
anteriormente. Houve perdas de Ag, Ga e Sb durante a digestdo de uma solucéo
padrdo multielementar em etanol 10% (V V1) e 2,5 mol L't de HNOs, mesmo quando
utilizadas baixas temperaturas (100 °C), devido a reacdo desses elementos com a
superficie metélica do reator. Além disso, houve a lixiviacdo de Pt durante a digestao
com HNO3, sendo essa aumentada com adicdo de H202 a mistura acida®?.

A combinacgao de diferentes materiais € uma alternativa para aumentar
a resisténcia mecanica e quimica dos reatores nas digestdes em fluxo como avaliado
por GRABER e BERNDT?, que estudaram o uso de reatores de acgo inoxidavel
recobertos com uma camada vitrea ou polimérica em sistema de digestdo em fluxo
induzido por conducdo térmica. PICHLER et al.** e WILTSCHE et al.®® também

avaliaram o uso de reatores poliméricos pressurizados dentro de autoclaves em
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sistema de digestdao em fluxo assistida por radiagcdo micro-ondas. Em sistema de
digestdo em fluxo induzido por radiacdo térmica o aco inoxidavel € um bom condutor
térmico, que apresenta alta resisténcia mecanica, mas ndo quimica. O recobrimento
da superficie interna do tubo de aco inoxidavel com materiais inertes a diversos acidos
possibilita utilizar essa liga metalica mais barata que Pt/Ir no sistema de digestdo em
fluxo, como avaliado por GRABER e BERNDT?°. O uso de um tubo de aco inoxidavel
recoberto com Vidro ndo foi uma boa alternativa, uma vez que o recobrimento vitreo
foi degradado e lixiviado durante as digestdes, levando a exposicdo da superficie
metalica, contaminacdo da amostra e entupimento do sistema. J& o recobrimento da
superficie com PTFE, mostrou-se uma alternativa interessante, pois 0 recobrimento
nao foi degradado durante as digestdes, apesar de ter sofrido uma contracao térmica,
diminuindo o comprimento e o diametro interno. Assim, ap0s sequéncias sucessivas
de aquecimento e resfriamento, houve a exposicdo do material metalico e,
consequentemente, a contaminacdo da amostra, além do entupimento devido a
restricdo do diametro interno do tubo. A adi¢cdo de camadas extras de PTFE nas duas
extremidades evitou que o desgaste ocorresse e permitiu 0 uso deste reator no
sistema desenvolvido por GRABER e BERNDT?, no qual foi baseado o sistema de
digestdo em fluxo utilizado por HAIBER e BERNDT*? previamente descrito.

O reator de aco inoxidavel recoberto com PTFE permitiu o uso de
temperatura e pressao de até 260 °C e 300 bar, respectivamente, sendo que em altas
temperaturas houve perda do recobrimento. Solu¢des padrédo de glicose, que € um
composto de facil digestédo, foram utilizadas para avaliar a eficiéncia de digestdo do
sistema em fluxo. Eficiéncias superiores a 98% foram alcancadas quando solucfes
com 50 g L* e 250 g L de glicose foram digeridas em HNO3 20% e 40% (V V1),
respectivamente, sob temperatura de 250 °C e vazédo de 1,0 mL min-t. O sistema se
mostrou eficiente na digestdo de amostras liquidas de suco de uma mistura de
vegetais e leite, e de suspensdes de amostras sélidas de folhas de tomateiro, farinha
de trigo, beterraba, figado bovino, sangue seco de animal e chocolate em p6. Foram
alcancadas eficiéncias na faixa de 90%, quando digeridas as amostras liquidas com
diluicdo de 1:4 ou suspensfes de 1% (m mt) das amostras sélidas em HNO3
20% (V V1) navazao de 1,0 mL min't e temperatura de 240 e 250 °C, respectivamente.
A exatiddo do método proposto no sistema em fluxo foi avaliada pela digestao de
amostras sélidas de CRMs de folhas de tomateiro (NIST 1573), sangue seco de animal

(LAEA-A2) e figado bovino (NIST 1577) nas condi¢Oes descritas anteriormente para
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determinacao de Cu, Mn, Fe e Zn por ICP OES. Todos os teores determinados estao
de acordo com os teores certificados, com excecdo de Fe para as amostras de
sangue®’,

Dentre os sistemas de digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-
ondas sob alta presséo e temperatura ha o desenvolvido por PICHLER et al.3*. Nesse
sistema foi utilizado um reator de PTFE colocado dentro de uma camara pressurizada
com N2, o que preveniu a deformacgédo do reator, quando esse foi exposto a altas
temperaturas e pressoes. Esse sistema pode suportar pressdes elevadas (ca. 35 bar)
e alcancar temperaturas superiores a 200 °C, que sdo caracteristicas necessarias
para digestbes rapidas e eficientes de matrizes organicas usando acido nitrico. A
eficiéncia desse sistema foi avaliada pela digestdo de glicose, glicina e fenilalanina,
gue representam compostos de facil, moderada e dificil digestéo, respectivamente. O
sistema apresentou uma eficiéncia de digestdo de 99%, 85% e 65% para glicose,
glicina e fenilalanina, respectivamente, quando digeridas solu¢cées com 9,0 g L de
TOC em HNOs 32% (V V1) sob uma vazédo de 0,6 mL min'! e poténcia aplicada de
110 W. A exatiddo do método foi avaliada utilizando CRMs: leite em pd (BCR 063 e
BCR 151), figado bovino (BCR 185) e rim de porco (BCR 186), sendo que o0s
resultados obtidos estavam de acordo com os teores certificados para Ca, Cd, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Na, Pb e Zn34.

Posteriormente, WILTSCHE et al.3® modificaram o sistema desenvolvido
por PICHLER et al.®*, substituindo o reator de PTFE por PFA, o qual foi colocado
dentro um reator helicoidal de vidro borossilicato pressurizado com N2, permitindo
alcancar temperaturas de 230° C e pressfes de 40 bar. A eficiéncia de digestéo foi
86% para solucdo de glicose com 25 g L de TOC em HNOs 30% (V V1), quando
aplicadas a poténcia de radiacdo de 800 W e vazédo de 2,0 mL min-t. Porém, sob as
mesmas condi¢cdes o sistema nao foi eficiente para digerir glicina em solugcéao
contendo 28 g L de TOC, sendo que o teor de ROC do digerido foi de 96%. A
eficiéncia foi menor nesse sistema devido ao pequeno volume do reator (6 mL). De
acordo com os autores o tamanho do reator foi limitado pela extenséo de tubo de PFA
gue pode ser introduzido na bobina de vidro, devido ao aumento progressivo do atrito
entre os dois materiais. A exatiddo foi avaliada com cinco diferentes CRMs: folhas de
oliveira e macieira (BCR 62 e NIST 1515), musculo de peixe (DORM-2), farinhas de
trigo e arroz (NIST 1567 e NIST 1568). Os resultados obtidos estdo de acordo como
os valores certificados para macro e micronutrientes (Al, B, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,
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Na, Ni, Pb e Zn). Além disso, os resultados obtidos para sucos e leite em p6 digeridos
no sistema de digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-ondas coincidem como

os valores obtidos para as mesmas amostras digeridas em batelada®.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste capitulo foram:

v Avaliar a aplicabilidade do sistema de digestdo em fluxo assistida por radiacédo
micro-ondas sob alta presséo e temperatura com reator de grande volume (ca.
13,5 mL) no preparo de amostras soélidas de tecido vegetal e animal para
determinacao de macro e micronutrientes por ICP OES;

v' Determinar a eficiéncia de digestédo alcancada pelo reator desenvolvido para a
digestdo de compostos organicos em solucdo e amostras solidas em
suspensao caracterizadas no Capitulo 3 (topico 3.4.1 - Caracterizacdo das
amostras sélidas, pg.30);

v Otimizar as condicdes para o preparo das amostras no sistema de digestdo em
fluxo;

v Avaliar a precisdo e exatiddo do método otimizado comparando-se os teores
determinados em fluxo com os teores obtidos por digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frascos fechados Capitulo 3 (tépico 3.4.1 -
Caracterizacao das amostras sélidas, pg.30);

v" Aplicar e avaliar o método otimizado na digestdo de amostras cominuidas com
moinho criogénico, que apresentam uma maior heterogeneidade do que os

CRMs normalmente aplicados na avaliacao de sistemas de digestao em fluxo.

4.3 - MATERIAIS E METODOS

4.3.1 - Equipamentos e aparatos
Para o preparo das suspensdes de tecido animal e folhas de laranjeira
foi utilizado um homogeneizador mecéanico (Kinematica Polytron PT 3100, Fisher
Scientific, EUA) com haste de disperséo de titanio. Os analitos e o ROC foram
quantificados em um ICP OES de visdo axial (Ciros Vison EOP, Spectro, Alemanha)
com nebulizador de fluxo cruzado, cadmera de nebulizagdo tipo Scott e tocha de
guartzo padrdo de ICP OES com 2,5 mm de didametro interno do tubo injetor. Para as

medidas multielementares e ROC foram utilizadas, as poténcias de radiofrequéncias
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de 1350 e 1400 W, respectivamente. As vazdes de gas externo, intermediario e de
nebulizacéo utilizadas foram 12,5; 0,6 e 0,83 L min%. As seguintes linhas de emissao
(nm) foram monitoradas para a quantificacao dos analitos: Al 167,078(ll), B 249,773(1),
Ba 455,404(1l), C 193,091(1), Ca 317,933(ll), Cu 324,754(1), Fe 238,204(ll), Hg
184,950(11), Mg 280,270(11), Mn 257,611(11), P 177,494(1), S 180,731(l), Sc 424,683(ll),
Sr 407,771(11), Ti 334,941(ll) e Zn 213,856().

Antes da determinacdo de ROC os digeridos foram borbulhados com N2
gasoso por 10 min, a fim de desprender os gases retidos em solucdo e assim evitar
interferéncias de CO:2 durante as determinacdes. A acidez residual foi determinada
por titulagdo manual com uma solucédo certificada de NaOH 0,1 mol L (Roth,
Alemanha) usando como indicador uma solucéo alcodlica de fenolftaleina.

Analise multielementar dos brancos foi realizada por espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) para avaliar possiveis
contaminacgdes dos digeridos, que poderiam ser ocasionadas pela corrosao das partes
metalicas do sistema por vapores acidos que difundiam através das paredes do reator
helicoidal de PFA durante o aquecimento do sistema. Nessa avaliacao foi utilizado o
ICP-MS Elan DRC+ (PerkinElmer, EUA) com nebulizador pneumatico concéntrico,
uma camara de nebulizag&o ciclénica e uma tocha de quartzo padrao de ICP-MS com
1,8 mm de diametro interno do tubo injetor. As condicdes utilizadas durante as
medidas foram 1400 W de poténcia de radio frequéncia e vazbes de gas externo,
intermediario e de nebulizacdo utilizados foram 14,0; 0,9 e 0,99 mL min%,
respectivamente. Os seguintes is6topos foram selecionados para a quantificacdo dos
analitos: 27Al*, 59Co*, 52Cr*, 65Cu*, 57Fe*, 55Mn*, 98Mo*, 6ONi*, BINi*, 47Ti*, 51+ 6670t

677Zn*.

4.3.2 - Reagentes e amostras

As solucdes e suspensdes foram preparadas com acidos HNOz destilado
abaixo do ponto de ebulicdo, HCI, HF e HCIO4 de alta pureza (Suprapur, Merck,
Alemanha) e agua desionizada (18 MQ cm, Barnstead Nanopure, Thermo Fisher
Scientific, EUA). As curvas de calibracao foram preparadas a partir de uma solucao
padrdo multielementar com 100 mg L de Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Sr, Ti e Zn
(Roth, Alemanha) em HNOs 3% (V V1) e solugées padrédo de enxofre e fésforo (SCP
Science, Canada) de 1000 mg L. Para as determinacdes de ROC foram utilizadas
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solugbes padrdo de calibracdo preparadas a partir da dissolucdo de
monohidrogenoftalato de potassio (PA, Merck, Alemanha).

As solucdes de glicose, glicina, fenilalanina e acido nicotinico foram
preparadas a partir de seus respectivos compostos sélidos de grau analitico (Merck,
Alemanha) e utilizadas como compostos modelo para avaliagdo das eficiéncias de
digestdo do sistema em diferentes vazdes e poténcias aplicadas de radiacdo micro-
ondas. As amostras solidas utilizadas no trabalho foram leite em p6, musculo e figado
bovino, camarao, espinafre e folhas de laranjeira e tomateiro. A amostra de leite em
po foi obtida no mercado local de Graz (Austria), enquanto as outras amostras foram
obtidas no comércio local de Sado Carlos (SP, Brasil). Também foram utilizados dois
CRMs, sendo esses: figado bovino (NIST 1577b) e folhas de macieira (NIST 1515).

4.3.3 - Preparo das amostras

A amostra de leite em p6 ndo passou por nenhum preparo prévio, sendo
utilizada como obtida comercialmente, enquanto as amostras de tecido vegetal e
animal foram preparadas conforme descrito no Capitulo 3 (topico 3.3.3 - Preparo de
amostras, pg. 27). O leite em p6 foi armazenado na embalagem original e as outras
amostras sélidas em frascos de polietileno previamente descontaminados, nos quais
foram mantidas até o momento do preparo das suspensoes.

As suspensées com 1% (m mt) de sélidos foram preparadas em agua
desionizada e diferentes acidos ou misturas de acidos concentrados (HNOs, HCl e
HF). As suspensfes de tecido animal e folhas de laranjeira foram preparadas em um
homogeneizador a uma rotacéo de 1000 rpm por 1 min. As demais suspensodes foram
preparadas com adicado dos reagentes e agitacdo manual. Em todas as solugbes e
suspensdes foram adicionadas Sc como padrdo interno, no intuito de se obter
digeridos com as concentracdes finais de Sc de 1,0 mg L2, e assim corrigir erros

durante introducédo da amostra ou diluicdo dos digeridos.

4.3.4 - Sistema de digestdao em fluxo assistido por radiacdo

micro-ondas

Na FIGURA 4.3.4.1 é apresentado o diagrama esquematico do sistema
de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas sob alta pressao e

temperatura.
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FIGURA 4.3.4.1 - Diagrama esquemaético do sistema de digestdo em fluxo assistido
por radiacdo micro-ondas sob alta pressao e temperatura. A: bomba de alta presséo,
B: alca de amostragem e valvula rotatéria de alta pressdo com 6 vias, C: controlador
de vazédo de N2, D e N: tubos de aco inoxidavel de conexdo com regido nao
pressurizada, E: reator helicoidal de PFA, F e L: tampas do reator, G: haste de
sustentacdo de PEEK, H: parafusos de sustentacdo de PEEK, | e J: bases de
sustentacdo de PEEK, K: tubo de vidro borossilicato com parede espessa, M: tubos
de aco inoxidavel de conex&do com reator pressurizado, O: sistema de refrigeracéo, P:
separador gas-liquido, Q: restritor de vazao.

Acido nitrico diluido (0,2 mol L) foi continuamente introduzido no
sistema em fluxo usando uma bomba de alta presséo de HPLC resistente ao ataque
quimico (Knauer, Alemanha). Essa solucdo carregadora foi utilizada em todos os
estudos realizados nesse trabalho. Um amostrador automéatico (ASX-1400, Cetac,
EUA) foi utilizado na etapa de amostragem e coleta do digerido, esse apresenta um
agitador mecéanico de PEEK para homogeinizacdo das amostras e sonda para etapa
de amostragem, bem como uma sonda adicional para coleta do digerido. O agitador
mecanico e a sonda de amostragem foram lavados apoés etapa de coleta da amostra,
a fim de evitar contaminagé&o cruzada durante processo de amostragem. As amostras
foram introduzidas no sistema de digestdo em fluxo por uma alga de amostragem (10
mL) conectada a uma valvula rotatoria de 6 vias (Knauer, Alemanha), sendo que a

alca de amostragem foi preenchida com uso de uma bomba seringa de alta precisao
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(1-Channel Multidispenser, ProLiquid, Alemanha). O uso da bomba seringa de alta
preciséo possibilita a introduc¢ao de volumes precisos de amostra na faixa de 0,5 a 10
mL (volume méaximo do circuito de amostra). Na etapa de amostragem a amostra foi
succionada para dentro da alca de amostragem, o que evita a contaminacdo da bomba
seringa durante esse processo. As amostras foram coletadas em meio a dois
segmentos de &cido nitrico com a mesma concentracao presente na amostra a fim de
evitar a diluicdo durante a digestdo da amostra. Apos introducéo da amostra no fluxo
carregador, a sonda de amostragem foi lavada duas vezes com o uso da bomba
seringa que injetou 10 mL de &4gua desionizada através do tubo de PFA da sonda de
amostragem, sendo o descarte coletado num frasco coletor de residuos do
amostrador automatico.

Esse sistema foi baseado num sistema previamente desenvolvido3®,
porém com um novo reator de maior volume (+ 13,5 mL) apresentado na FIGURA
4.3.4.2b, que possibilita alcancar melhores eficiéncias de digestdo do que sistema
anterior de menor volume (£ 6 mL) apresentado na FIGURA 4.3.4.2a. O aumento do
volume do reator possibilita aumentar o tempo de residéncia da amostra na zona
irradiada e, assim, a eficiéncia de digestdo. As digestbes foram realizadas em um
reator pressurizado a 40 bar, colocado horizontalmente dentro da cavidade de um
forno micro-ondas comercial (Multivave 3000, Anton Paar, Austria) utilizado em
digestdo em batelada sob alta pressdo. Um tubo de PFA com 1,5 mm e 2,5 mm de
diametros interno e externo, respectivamente, foi utilizado para introduzir a amostra
dentro da zona irradiada e pressurizada. O tubo de PFA foi firmemente enrolado em
torno de um tubo de PTFE de 300 mm, 8 mm e 18 mm de comprimento, diametros
interno e externo, respectivamente. O reator helicoidal foi colocado dentro um tubo de
vidro de borossilicato com respectivamente 340 mm, 28 mm e 9,8 mm de
comprimento, diametro interno e espessura da parede. Esse tubo de vidro juntamente
com duas tampas de PEEK forma uma autoclave pressurizada a 40 bar, mas que
pode resistir a até 50 bar de presséo. Através da pressurizacao do tubo de vidro com
nitrogénio (40 bar) é possivel balancear a pressao interna e externa do tubo de PFA,
diminuindo o estresse mecanico e permitindo trabalhar sob maiores temperaturas.
Duas bases de PEEK com espessura de 20 mm e quatro hastes de PEEK de 430 mm
de comprimento e 16,4 mm de didametro mantinham fixas as tampas quando o tubo de
vidro era pressurizado. O tubo de PFA, que foi enovelado em torno do tubo de PTFE,

retorna por dentro do orificio central do tubo de PTFE e deixa a regido irradiada e de
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alta pressao do reator através de um orificio na tampa PEEK de entrada do tubo de
vidro pressurizado. Dois tubos de ac¢o inoxidavel foram utilizados para conectar a parte
interna e externa da cavidade do micro-ondas, sendo uma utilizada como entrada e
outra como saida do tubo de PFA no reator pressurizado. Gas nitrogénio era
introduzido no sistema através do separador gas-liquido e deixava o sistema através
do controlador de vazao e dos coletores de amostra ou residuo do sistema de digestédo
em fluxo. O controlador de vazao de nitrogénio é constituido de um tubo de PTFE de
12 m de comprimento e diametro interno de 0,5 mm, que esta conectado ao separador
gas liguido. Baixa vazao de nitrogénio era introduzida no sistema em sentido contrario
ao fluxo da amostra a fim de remover vapores acidos originados da difusdo do vapor

através das paredes do tubo de PFA.

FIGURA 4.3.4.2 - Reatores utilizados no sistema de digestdo em fluxo assistida por
radiagcdo micro-ondas sob alta temperatura e pressao, (a) reator inicial de baixo
volume e (b) reator desenvolvido e avaliado de grande volume.

ApoOs deixar a zona irradiada, a amostra digerida era refrigerada e os
gases gerados durante a digestdo eram liberados no separador gas-liquido. O sistema
de refrigeragdo é constituido por um tubo cilindrico de aco inoxidavel de 200 mm de
comprimento e 40 mm de didmetro, que circunda as hastes inoxidavel de entrada e
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saida de amostra, nesse tubo ha um fluxo constante de agua refrigerada sob baixa
vazao. O separador gas-liquido é constituido de um tubo de quartzo de 80 mm, 12
mm e 20 mm de comprimento, didametros interno e externo, respectivamente, mantido
por duas tampas de PEEK e duas barras de aco inoxidavel. As barras de aco
inoxidavel estéo fixadas na tampa superior e transpassam a tampa inferior, onde séo
fixadas com uso de duas arruelas e duas arruelas de ago inoxidavel. A tampa superior
tem finalidade de introduzir a amostra no sistema em fluxo, bem como introduzir e
controlar a vazéo de nitrogénio no sistema em fluxo. A tampa inferior tem a finalidade
de coletar a amostra e manter a presséo do sistema, sendo essa pe¢a um redutor de
capilaridade. Apds essa etapa o digerido era direcionado para uma valvula rotatéria
de 6 vias (Knauer, Alemanha), que direcionava o fluxo para o coletor de amostra ou
para o descarte. Todos os dispositivos e parametros do sistema de digestdo em fluxo
incluindo o amostrador automatico eram controlados por computador, possibilitando

uma operacado completamente automatizada.

4.3.5 - Caracterizacdo do sistema em fluxo

Alguns experimentos foram realizados com o intuito de caracterizar o
sistema de digestao em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas. O volume do reator
é definido pela regido pressurizada do sistema no qual a amostra sofre o processo de
aguecimento e refrigeracdo. Esse volume foi determinado pela introducdo de uma
solucao colorida no sistema de digestdo em fluxo e pelo controle do tempo necessario
para fluir através do reator em uma vazao de 2,5 mL min1, poténcia de radiacédo de 0
W e presséao de 10 bar.

Posteriormente, foi determinada a porcentagem da fase de vapor, que é
a quantidade de vapor formado dentro do reator quando a solucdo carregadora foi
aquecida sob diferentes vazdes (2,5 e 5,0 mL min't) e poténcias aplicadas (300, 400,
500 e 600 W), com a pressao mantida em 40 bar. Esse parametro é importante, pois
a partir dele pode-se inferir sobre a eficiéncia de absorcao de radiacdo na zona de
aguecimento e, consequentemente, sobre a eficiéncia de digestdo da amostra. A
porcentagem de fase de vapor foi determinada pelo aquecimento da solugao
carregadora de HNOs 0,2 mol L por 15 min até atingir o equilibrio do sistema, entéo
o forno de micro-ondas foi desligado e foi medido o tempo que a solucéo carregadora

levava para gotejar novamente no separador gas-liquido. Considerando-se o tempo
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medido, a vazdo do carregador e o volume do reator, é possivel determinar a
porcentagem da fase de vapor.

O sinal transiente mostra o perfil de dispersdo da solucéo, possibilita
inferir sobre perdas de analito e contaminacédo dentro do reator e estabelecer o tempo
de coleta dos digeridos quando a deteccao € realizada off-line. Neste experimento 2
mL de uma solucgéo padrdo multielementar 10 mg L™* em HNOsz 6 mol L foi introduzida
no sistema de digestdo em fluxo sob 40 bar de presséo, utilizando poténcia aplicada
de 500 W e sob diferentes vazdes (2,5 e 5,0 ml mint). As medidas foram realizadas
on-line em ICP OES, fazendo 60 medidas em 13 min apos introducdo da solucao
padrao no sistema de digestdo em fluxo e usando as condicbes descritas
anteriormente. A fim de evitar pulsos no sinal transiente devido a liberacdo de gases
formados durante o aquecimento da solucéo padrdo multielementar e que ocorre apos
o separador gas liquido, foi utilizada uma interface para liberacdo dos gases (FIGURA
4.3.5.1). A interface era constituida de um tubo cilindrico de quartzo de 20 mm de
comprimento e 10 mm de didmetro interno com duas saidas nas extremidades, sendo
uma para escape de gases e outra para introducdo de amostra no ICP OES e uma
entrada na parede lateral do tubo para coleta da solugéo padréo multielementar. Isso
foi realizado a fim de remover gases residuais presentes na solugdo multielmentar

como Nz, que poderia diminuir a estabilidade do plasma.

FIGURA 4.3.5.1 - Interface aplicada para avaliacdo do sinal transiente nas
determinacdes on-line por ICP OES.
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4.3.6 - Otimizacao dos parametros de digestao

A eficiéncia de digestao foi determinada pelo teor de ROC dos digeridos
de diferentes compostos organicos. Os compostos avaliados foram glicose, glicina,
fenilalanina e acido nicotinico, que sdo conhecidos quanto ao grau de dificuldade de
digestao, i.e. facil, médio, dificil e altamente dificil, respectivamente. Para isso 2 mL
de solucdes de glicose, glicina, fenilalanina ou acido nicotinico com as respectivas
concentracbes de TOC de 10, 9,5 e 9 g L't em HNOs 6,0 mol L foram digeridos sob
pressdo de 40 bar em diferentes vazdes (2,5 e 5,0 mL mint) e poténcias aplicadas
(400, 500 e 600 W). A combinacéo de HCI, H202 e HCIO4 em diferentes concentracdes
com HNOs foi avaliado na eficiéncia de digestao de fenilalanina utilizando a poténcia
e vazao otimizadas no experimento anterior. Assim, 2 mL de uma solucdo de
fenilalanina foi digerida em meio de HNOz 6 mol L** com HCI (0,5; 0,9 e 1,9 mol L),
ou HNO3z 6 mol L** com H202 (0,5; 1,0 e 2,0 mol L!) ou HNO3 6 mol L't com HCIO4
(0,6; 1,2 e 2,4 mol L), sendo que essas concentracdes equivalem a concentracdes
de 1,5; 3,0 e 6,0% (V V1) para todos os reagentes complementares ao acido nitrico.
A fenilalanina foi utilizada em menor concentracao, a fim de evitar o entupimento do
sistema, uma vez que esse composto precipitou no interior do reator quando solugdes
contendo maiores concentracdes foram introduzidas. As digestdes foram realizadas

off-line e os digeridos foram analisados por ICP OES.

4.3.7 - Avaliacao do sistema em fluxo

A eficiéncia da digestao foi avaliada pela determinacao da concentracao
de ROC nos digeridos e a comparacao desses valores com as concentracdes de TOC
inicialmente introduzido no sistema, considerando-se teor de TOC determinado nas
amostras sélidas por analisador elementar CHNS/O. Os LODs determinados nos
brancos dos digeridos no sistema em fluxo foram comparados com os LODs da
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados, que séo
apresentados no Capitulo 3 (tépico 3.4.1 - Caracterizacdo das amostras sélidas, pg.
30). Ademais, foram comparadas as caracteristicas de ambos 0s procedimentos no
preparo das amostras solidas de tecidos animal e vegetal. As amostras e CRMs foram
utilizados para avaliar a precisdo e a exatiddo do método otimizado no sistema de
digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-ondas aqui desenvolvido. Nesses
experimentos, 2,0 mL das suspensdes com 1% (m m) de tecido animal em HNO3
6,0 mol L ou HNO3z 6,0 mol Lt com HCI 0,4 mol L e de tecido vegetal em HNOs
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6,0 mol L, ou HNO3 6,0 mol L't com HF 0,6 mol L'* ou HNOz 6,0 mol L't com HCI
0,4 mol L' foram digeridas no sistema de digestédo em fluxo usando a poténcia e vazéo
otimizadas em estudos anteriores. A digestao foi realizada off-line e os digeridos foram
analisados por ICP OES. Os resultados obtidos foram comparados com os teores

certificados dos CRMs e determinados nas amostras digeridas em batelada.

4.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 - Caracterizacao do sistema em fluxo

O volume do reator foi determinado em quintuplicata, sendo que em
média o tempo que a solugdo colorida levou para percorrer a regido de aquecimento
e refrigeragéo foi de 324 = 3 s. Considerando-se que a vazéo utilizada durante os
experimentos foi de 2,5 mL min' e que a vazao (v) é determinada pela razédo entre o
volume propulsionado (Vp) e 0 tempo (t) (EQUACAO 4.4.1.1), temos que o volume do
reator € de 13,5+ 0,1 mL.

v=— EQUACAO 4.4.1.1

O novo reator apresenta um Volume 2,25 vezes maior do que o
anteriormente utilizado no sistema em fluxo avaliado por WILTSHCE et al.*8, o qual
possuia um Volume de aproximadamente 6,0 mL. O antigo reator (FIGURA 4.3.4.2a)
era constituido de uma serpentina de quartzo, onde era introduzido o tudo de PFA,
porém a friccao entre as paredes dos dois tubos impedia a introducédo do tubo de PFA
em mais do que trés voltas por dentro do tubo de quartzo. E importante ressaltar que
o volume do novo reator poderia ser aumentado ao sobrepor mais camadas de bobina
helicoidal da bobina de PFA sobre si mesma, porém devido aos bons resultados
iniciais obtidos com esse reator os estudos foram realizados com a camada de bobina
helicoidal de bobina de PFA enovelada em torno do tubo de PTFE (FIGURA 4.3.4.2b).
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A porcentagem da fase de vapor (FV%) foi determinada pela razéo entre
o volume de vapor (Vv) dentro do reator e volume total (V1) do reator como descrito
na EQUACAO 4.4.1.2. O volume de vapor (Vv) foi determinada de acordo com a
(EQUACAO 4.4.1.1), sendo que o tempo (t) utilizado nos célculos foi o transcorrido
para que a solucdo voltasse a gotejar no separador gas-liquido apos o desligamento

do magnetron do forno micro-ondas.
FV% = 1*x 100 EQUACAO 4.4.1.2
T

Os célculos da porcentagem da fase de vapor foram realizados
considerando o volume de reator (13,5 mL) calculado anteriormente, sendo 0s
resultados apresentados na TABELA 4.4.1.1.

TABELA 4.4.1.1 - Porcentagem da fase de vapor (média + desvio padrdo, n = 3) em
diferentes vazdes e poténcias aplicadas.

Vazdo (mL min) Poténcia (W) Fase de vapor (%)

300 SFV

55 400 15,7+ 0,5

’ 500 8,6+0,8

600 78+0,5
400 SFV
50 500 16+1

600 17,9+0,7

SFV: sem fase vapor

Na menor vazdo (2,5 mL min?), o aumento da poténcia da radiacédo
micro-ondas diminui a formacao da fase de vapor devido a alta pressdo dentro do
reator que expulsa a solucdo carregadora do interior do reator e aumenta a
impedancia para introduzir mais solucdo carregadora no sistema. Entretanto, sob
maior vazao (5,0 mL min!) é observado um efeito oposto, onde o aumento da pressao
interna nado € suficiente para aumentar a pressao dentro do reator e causar a expulséao
da solucdo. Dessa maneira, o0 aumento da poténcia aplicado promove um ligeiro
aumento na formacéo da fase de vapor. Esse fator € importante a ser considerado,
pois quando maior a fase de vapor dentro do reator, menor sera a absorcdo da
radiacdo micro-ondas pela fase liquida contendo a amostra e, consequentemente,
menor sera a temperatura atingida na digestdo. Dessa forma, é desejavel uma
pequena formacgéo de fase de vapor no reator a fim de garantir melhores eficiéncias

de digestéo.
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O sinal transiente apresenta um perfil similar para maioria dos analitos
sem uma grande dispersdo da amostra e formando um sinal tipico de sistemas de
andlise por injecdo em fluxo, quando utilizadas as vazdes de 2,5 e 5,0 mL min?t e
poténcia da radiacdo micro-ondas de 500 W. Isso pode ser observado nos sinais
transientes para Ca, Cu, Fe, Zn e Sc apresentados na FIGURA 4.4.1.1. Para esses
elementos, bem como para Al, As, Cd, Bi, Na, Co, Cr, Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Sc, Se, Ti,
Tl e V ndo houve contaminacdo ou perdas durante a digestdo. Entretanto, B e K
apresentaram elevados sinais de branco analitico (FIGURA 4.4.1.1), que diminuiram
em tempos longos, apesar dos perfis similares para os sinais da solucado padrao
obtidos para os outros elementos. Esses altos valores de branco podem ocorrer
devido a contaminacdo durante o processo de digestdo, especialmente do separador
gas-liquido confeccionado com Vidro. Uma solucéo para isso seria a substituicdo do
tubo de vidro por um polimero de alta resisténcia e parede espessa como o PEEK.
Nesse caso, sensores de liquidos deveriam ser colocados no separador gas-liquidos
a fim de evitar que houvesse acumulo de solucdo nesse dispositivo em caso de
entupimento. O mercurio ndo apresentou um bom perfil de sinal transiente (FIGURA
4.4.1.1), isso se deve a perdas desse elemento durante a digestdo, uma vez que esse
apresenta uma alta volatilidade e pode difundir pelas paredes do tubo de PFA ou
também pode aderir ao tubo de PFA causando o alargamento do sinal e contaminacéo
cruzada entre as amostras.

As duragbes dos sinais transientes nas vazdes de 2,5 e 5,0 mL min-
foram de cerca de 5 min (de 200 a 520 s) e 2 min (de 180 a 300 s), respectivamente.
Baseado nesses valores foi definido os tempos de 9 e 5 min como periodo de coleta
do digerido para as digestdes realizadas nas vazdes de 2,5 e 50 mL min¥,
respectivamente. Os tempos de coleta foram relativamente maiores que os tempos
dos sinais transientes para garantir a coleta de toda zona de amostra digerida nas
demais condi¢bes de poténcia da radiagdo micro-ondas que ndo foram avaliadas
neste estudo (400 e 600 W).
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FIGURA 4.4.1.1 - Sinais transientes para Ca, Cu, Fe, Zn, Sc, B, K e Hg na detecc¢éo
on-line de uma solucdo padrao introduzida no sistema de digestdo em fluxo por ICP
OES.
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4.4.2 - Otimizacao dos parametros de digestao
A eficiéncia de digestdo para todas as substancias digeridas em
diferentes condicdes esta apresentada na TABELA 4.4.2.1. A ordem crescente da
eficiéncia de digestédo tal como esperado foi, glicose > glicina > fenilalanina > acido
nicotinico. O &cido nicotinico e a fenilalanina sado substancias de dificil digestdo, uma
vez que apresentam anéis aromaticos em suas estruturas que demandam condi¢des
severas para degradacdo®94, Enquanto, a glicose e a glicina sdo compostos com

estruturas mais simples e faceis de decompor.

TABELA 4.4.2.1 - Efeito da vazéo e da poténcia aplicada na eficiéncia de digestédo da
glicose (Gli), glicina (Gly), fenilalanina (Phe) e acido nicotinico (Ac Nic) no teor de
ROC, média + desvio padrdo e n = 5.

Vazao do carregador Poténcia Teor de ROC (%)
(mL min-t) (W) Gli Gly Phe Ac Nic
400 <1 185+0,6 78604 94,4+05
2,5 500 1,1+0,3 29+1 72,709 94+1

600 16+0,2 27+1 71,8+0,5 94 +2

400 36+06 942+08 76,3+0,7 95+2
5,0 500 23%+0,5 37+3 779+0,7 9% +1

600 1,9+0,5 24 +1 80+1 97,2+ 0,6

A vazéo do carregador e a poténcia aplicada da radiacdo micro-ondas
influenciaram a eficiéncia da digestao de diferentes maneiras para as substancias com
diferentes tendéncias a oxidagdo quando utilizado o HNOs 6,0 mol Lt. Sob menor
vazdo (2,5 mL min't) o aumento da poténcia aplicada diminuiu a eficiéncia da digestéo
da glicose e glicina. Por outro lado, sob alta vazédo (5,0 mL min-t) houve um efeito
contrario quando se aumentou a poténcia aplicada. Isso esta relacionado com a
porcentagem formada da fase de vapor, nesse sentido, compostos reativos sao
facilmente decompostos e liberam uma grande quantidade de gases (CO2 e NOx)
durante a digestdo. Esse processo aumentou a pressao dentro do reator levando a
expulsdo da amostra, diminuindo a eficiéncia da digestdo da glicose e glicina em
maiores poténcias de radiacdo na vazao de 2,5 mL mint. Além disso, com o aumento
da fase de vapor hd uma diminuicdo na eficiéncia de absorcdo da radiagdo micro-
ondas pela fase liquida dentro do reator. Entretanto, o aumento da pressao dentro do
reator nao foi suficiente para expulsar a amostra do reator e aumentar a fase de vapor
presente no reator quando o sistema foi operado sob maior vazao, o que justifica as

melhores eficiéncias de digestdo sob maiores poténcias aplicadas em 5,0 mL min™.
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Em contrapartida, fenilalanina e &cido nicotinico sdo substancias menos
reativas, que nao liberam grande quantidade de gases durante a digestdo e, assim,
nao sao expelidas do sistema. Portanto, 0 aumento na poténcia aplicada aumentou a
eficiéncia da digestéo da fenilalanina sob baixas vazdes (2,5 mL min't) e quando se
empregou uma vazao maior (5,0 mL min'), o tempo de residéncia da amostra dentro
do reator foi menor e a formacgao de vapor afetou a digestao da fenilalanina. Nenhum
efeito significativo pode ser observado para o acido nicotinico em todas as condi¢des
avaliadas. Nesse sentido, sob maior poténcia de radiacdo micro-ondas houve maior
formacao de fase de vapor, que expeliu esses compostos menos reativos e diminuiu
a eficiéncia da digestdo da fenilalanina e do acido nicotinico em 5,0 mL min-.

Considerando esses efeitos opostos da poténcia aplicada da radiacéo
micro-ondas e da vazdo para substancias com diferentes reatividades, foi
estabelecido o uso de uma condicao intermediaria de poténcia aplicada (500 W) a fim
de garantir uma boa digestéo desses diferentes grupos de compostos e 0 uso de uma
maior vazao (5,0 mL min) para aumentar a frequéncia analitica e diminuir o consumo
de N2 por andlise. Sendo que essas condi¢des foram utilizadas nos experimentos
posteriores.

No intuito de aumentar a eficiéncia de digestdao da fenilalanina, em
relacdo aos experimentos anteriores que utilizaram HNO3s 6,0 mol L, foi utilizada a
combinacdo de HCI, H202 e HCIOs em diferentes concentracbes molares que
equivalem a diluicdes de 1,5; 3,0; 6,0 % (V V1) com HNOz 6 mol L? (32% (V V1))
utilizando as condi¢des mencionadas anteriormente. Os teores de ROC obtidos
nessas digestdes sdo apresentados na FIGURA 4.4.2.1. O uso de HCIO4 nas trés
concentracfes avaliadas ndo proporcionou aumento significativo da eficiéncia da
digestédo, enquanto, que o uso de HCI e H202 promoveu 0 aumento da eficiéncia de
digestdo. Em baixas concentracdes o HCI apresentou melhor eficiéncia de digestao,
observando-se um suave aumento na eficiéncia de digestdo quando se aumentou a
concentracdo. Ja o H202 néo foi tdo eficiente em baixas concentra¢des, porém houve
um aumento significativo na eficiéncia de digestdo quando se aumentou a
concentragdo. Como o aumento na concentragdo de H202 causou um aumento da
fase de vapor formada durante a irradiacdo da amostra, o que ejetaria do reator as
amostras que apresentem composto reativos como glicose, optou-se por utilizar HCI
nos proximos experimentos. A concentracdo de HCI escolhida para os préximos

experimentos foi a intermediaria, que foi aquela que apresentou boa eficiéncia de
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digestédo (54%) e proxima ao valor da méxima concentragcédo avaliada (51%), assim
HCI 3,0 % (V V1) que equivale a uma concentracdo molar de 0,4 mol L™ foi utilizado

nos experimentos subsequentes com as amostras de tecidos vegetal e animal.
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FIGURA 4.4.2.1 - Eficiéncia de digestdo de fenilalanina com HNO3z 32% V V1
combinado com HCI ou H202 ou HCIO4 (1,5; 3,0; 6,0 % (V V1)), n = 5.

4.4.3 - Avaliacdo do desempenho do sistema

Leite em pé foi usado para avaliar o sistema de digestdo em fluxo
assistido por radiacdo micro-ondas, pois € basicamente constituido por acucares e
gorduras. Acucares sado facilmente decompostos e liberam uma grande quantidade de
CO2 que permite avaliar a resisténcia do sistema sob condi¢des drasticas. Por outro
lado, a gordura € mais dificil de degradar, podendo ser usada para determinar a
eficiéncia do sistema de digestdo em fluxo para substancias mais complexas. Nesse
experimento foram adotadas as condi¢gfes previamente otimizadas e uma suspensao
de leite em p6 1% (m m*) em HNO3 6 mol L. O sistema realizou bem o processo,
sem danos estruturais, apesar da reacao violenta inicializada pela decomposi¢ao dos
acucares. Além disso, a concentracdo de ROC presente nos digeridos foi de
36 + 2 mg Lt que é um bom Valor guando comparado com os valores obtidos na etapa
de otimizacdo do método. Alguns elementos foram quantificados no digerido, sendo
encontrados os teores de 4,1 +0,1 e 0,31 + 0,1 mg g para Ca e Mg, respectivamente,

que estdo de acordo com os resultados obtidos em estudo anterior3®. Porém, os teores
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encontrados para Fe e Zn foram de 0,034 + 0,001 e 0,024 + 0,001 mg g4,
respectivamente, que sao 53 e 29% menores que 0s encontrados no trabalho
anterior38, Assim, outros acidos ou misturas de acidos devem ser avaliados para
melhorar a exatiddo do método.

A acidez residual dos digeridos de glicose, fenilalanina e leite em po
utilizando HNOz 6 mol L™ foi em média de 6,0 % (V V1) (0,85 mol L1), sendo que ndo
ocorreram diferencas significativas nos valores obtidos para cada uma das amostras
(TABELA 4.4.3.1). Esse valor € menor do que encontrado no trabalho anterior
(3.8 mol L)%, Vale ressaltar que parte dessa acidez residual é proveniente da solugéo
carregadora e das aliquotas de solugéo &cida adicionada antes e depois da amostra,
assim € interessante avaliar quanto do acido presente na aliquota da amostra foi
consumido durante a digestdo. Para isso é necessario desconsiderar o &cido
provenientes dessas outras fracdes e fazer a razéo entre a concentracao inicial e final
do acido presente na aliquota da amostra. Nos digeridos de glicose, fenilalanina e leite
em p6 em média 88 £ 7% do &cido nitrico foi consumido durante a digestdo (TABELA
4.4.3.1). Nesse sentido, pode-se notar que a acidez residual pode ser reduzida
usando-se menores volumes das aliquotas de acido concentrado. Por outro lado, a
acidez é suficientemente baixa (2 mmol L*) para permitir a analise on-line das

amostras.

TABELA 4.4.3.1 - Acidez residual e do teor de 4cido consumido durante a digestédo de
glicose, fenilalanina e leite em p6, média + desvio padrdo e n = 3.

Amostra Acidez Residual (%) Acido consumido (%)
Glicose 5,83+£0,03 94+15
Fenilalanina 5,90 + 0,03 91+1,6
Leite em poé 6,19 £ 0,03 78+ 1,7

Os brancos dos digeridos das amostras de tecido animal e vegetal foram
analisados por ICP-MS e apresentaram baixos teores de Al (< 1,7 ug L?), Cr
(<0,4pugL?),Cu(<0,8ugL?),Ni(<0,6pugL?t)ezn(<2,0pugL?), enquanto que Co,
Mn e Mo nao foram detectados. Com base nesses resultados, pode-se afirmar que
nao houve contaminagéao significativa durante o processo de digestao pela corroséo
de partes metalicas presentes no sistema de digestdo em fluxo. Entretanto, teores
elevados de Ti foram encontrados nos brancos preparados com o homogeneizador
(até 150 pg L1), enquanto que nos brancos em que néo foi utilizado o homogeneizador

esses teores foram menores que 15 pg L. Assim, pode-se afirmar que ha
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contaminacdo de Ti nas suspensdes preparadas com o homogeneizador, porém esse
ndo é um problema relevante, uma vez que o Ti ndo é um elemento comumente

avaliado nas amostras de estudo.

4.4.4 - Aplicacédo do sistema de digestdo em fluxo no preparo

das amostras de tecido animal e vegetal

Os LODs da digestdo em fluxo das amostras sélidas foram determinados
como descrito no Capitulo 3 (tépico 3.4.1 - Caracterizacdo das amostras solidas, pag.
34). Foram determinados os LODs médios para todas as condi¢cGes avaliadas, pois
nao houveram diferengas significativas entre os LODs calculados nas diferentes
misturas acidas avaliadas e condi¢des de preparo das amostras, ou seja, com ou sem
o0 uso do homogeneizador mecéanico. Os LODs dos brancos de procedimento para
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em fluxo e em frascos fechados sdo
apresentadas na TABELA 4.4.4.1. De modo geral, os LODs alcangados pelo sistema
de digestdo em fluxo foram menores do que aqueles obtidos pela digestdo em
batelada, quando considerado a concentragdo em pg L, ou seja, sem considerar o
fator de diluicho. Esses melhores brancos analitos estdo relacionados a
automatizacao do sistema e menor interferéncia do analista no processo. Entretanto,
quando o fator de diluicAo da amostra é considerado, os LODs se tornam maiores,
pois o fator de diluicdo da digestdo em fluxo e batelada foram 2500 e 200 vezes,
respectivamente. Dessa forma, o fator de diluicdo empregado no sistema em fluxo foi
12,5 vezes maior do que na digestdo acida em batelada. Isso pode ser solucionado
pela menor diluicdo do digerido ou pela introdugdo de uma maior massa de amostra
no sistema. No segundo caso ha duas alternativas, aumentar a concentracdo da
suspensao, que pode levar a entupimentos, ou aumentar o volume de suspenséo
introduzida no sistema, o0 que é mais viavel. Como estes LODs estdo dentro da faixa

linear de trabalho do ICP OES tal fator de diluicdo foi mantido.
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TABELA 4.4.4.1 - LODs dos brancos analiticos das amostras sélidas do sistema de
digestdo em fluxo e da digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos
fechados (batelada).

Digestdao em Digestdo em Digestdo em Digestdo em

Analito batelada fluxo batelada fluxo
LOD (ug LY LOD (mg kg1)”

Al 33 10 7 22
As 19 14 4 33
Ba 1 1 0,3 2
Ca 100 52 20 106
Cu 6 5 1 12
Fe 9 6 2 15
K 285 29 57 59
Mg 10 9 2 17
Mn 1 5 0,1 11
Na 17 2 3 4
P 16 23 3 58
S 94 58 19 145
Sr 0,4 0,1 0,1 0,3
Zn 2 1 0,4 3

* LOD instrumental, ** LOD do método considerando os respectivos fatores de diluicdo da amostra.

Dois CRMs foram utilizados para avaliar a exatiddo do sistema de
digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas. A maioria dos resultados
listados na TABELA 4.4.4.2 para os elementos quantificados nos digeridos nos CRMs
apresentam diferengas significativas com os teores certificados de acordo com um
teste t ndo pareado, pois 0s t calculados sdo maiores que o t critico (2,776). Entretanto,
a maioria dos elementos que apresentaram diferencas significativas de acordo com o
teste t ndo pareado apresentaram recuperacdes que variaram de 90 a 110%. Essas
diferencas destacas pelo teste t ndo pareado, se deve aos baixos desvios padrées
das determinacbes. Considerando-se as recuperagdes, a maioria dos elementos
determinados pela digestdo em fluxo apresentaram boa concordancia com os valores
certificados. E importante observar que o acido ou a mistura &cida utilizada nas
digestdes podem afetar os resultados obtidos, mas esse efeito varia para cada
elemento. Por exemplo, o uso de HNOz 6 mol L foi a melhor opcdo para a
determinacdo de Ca em figado bovino (NIST 1577b) garantindo uma melhor
concordancia do teor determinado com o valor certificado. Enquanto que para Fe no
mesmo CRM a combinacdo de HNOz 6 mol L' com HCI 0,4 mol L** foi a melhor opcéo,
isso pode ser devido ao carater complexante do HCI o que aumenta a estabilidade de
ions Fe em solucdo. Entretanto, outros elementos ndo foram afetados pela solugéo
acida utilizada como Cu, Mn e P em figado bovino (NIST 1577b) e Mg, Mn, P, Sre Zn
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em folhas de macieira (NIST 1515). A concentracdo de S determinado em figado
bovino (NIST 1577b) foi menor que o valor certificado, isso pode ter ocorrido devido a
perda desse elemento durante a digestdo. Os gases de SOx podem difundir atraves
do tubo de PFA e serem arrastados pelo fluxo de N2. Outros elementos estdo em baixa
concentracdo, o que torna dificil a determinagéo, o que explicaria os baixos teores
determinados para Mn em figado bovino (NIST 1577b) e Cu em folhas de macieira
(NIST 1515).

TABELA 4.4.4.2 - Avaliacéo da digestdo em fluxo com CRMs, valor médio + incerteza,
n =5 e intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Teores Digestao em fluxo
certificados A B C
Ca (mg kg?) 116+ 4 117 + 27 - 108 + 3
Cu (mg kg?) 160 + 8 160 + 8 - 160+5
Figado Fe (mg kg™) 184 £ 15 168 +5 - 1755
bovino Mg (mg kg™) 601 + 28 585+ 34 - 580+ 17
NIST Mn (mg kg?l)  10,5+1,7 8+1 - 75+0,2
1577b P (%) 1,1 1,054 + 0,032 - 1,08 £ 0,032
S (%) 0,8 0,59 + 0,08 - 0,67 £ 0,02
Zn (mg kg™?) 127 £ 16 120+5 - 121 +4
Al (mg kg?) 286 + 9 247 £12 253 +11 242 +7
Ba (mg kg?) 49 +2 46 + 2 46+ 1 51+2
Ca (%) 153+£0,02 1,49+0,04 1,56 £ 0,05 1,58 £ 0,05
Folhas de Cu (mg kg™) 5,6+0,2 ND 50+0,1 50+0,2
macieira  Fe (mg kg?) 835 67 +2 67+ 2 64 +3
NIST Mg (%) 0,27+0,01 0,26 +0,01 0,26 + 0,01 0,26 £ 0,01
1515 Mn (mg kg?) 54 + 3 47 +1 50+ 1 50 + 2
P (%) 0,16 +0,01 0,141 +0,004 0,136+0,04 0,140 +0,004
Sr (mg kg?) 25+2 22+1 22+1 23+1
Zn (mg kg™?) 125+0,3 125+04 10,3+£0,3 122+1

ND: ndo determinado, A: HNOz 6,0 mol L1, B: HNO3z 6,0 mol L' e HF 0,6 mol L1, C: HNOz 6,0 mol L1
e HCI 0,4 mol L.

A avaliacéo inicial do desempenho do sistema na digestéo das amostras
de tecido vegetal e animal foi realizada determinando-se o ROC nas amostras. A
concentracdo de ROC nas suspensofes digeridas com HCI foi menor entre todas as
solucBes 4cidas avaliadas neste trabalho. Os valores determinados nas amostras de
tecido animal digeridas com a mistura de HNOs e HC| foram 33 + 1, 24 + 2 e
33 + 3 mg L? para figado bovino, misculo bovino e camardo, respectivamente.
Enquanto, que as concentracbes de ROC encontrados na mesma sequéncia de
amostras digeridas somente com HNO3 foram 61 + 3,54 + 2 e 56 + 3 mg L. Para

plantas, esses valores foram 5+ 1 e 18 + 1 mg L independentemente da amostra
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digerida, quando se utilizou a mistura de HNO3 e HCI ou HF, respectivamente. Esses
valores diferenciaram entre as amostras de tecido animal quando foi utilizado somente
HNOs nas digestdes, sendo que as concentragdes determinadas foram 19 £ 1,22 +5
e 12 + 4 mg L' para folhas de espinafre, folhas de tomateiro e laranjeira,
respectivamente.

O teor de ROC é determinado através razdo da concentracdo de ROC
pela concentracdo de TOC na suspensao considerando o teor de TOC determinado
nas amostras de tecidos animal e vegetal por analisador elementar CHNS/O e
apresentadas no Capitulo 3 (toépico 3.4.1 - Caracterizagdo das amostras solidas,
pg.30). Esses valores foram utilizados na determinacéo da eficiéncia da digestao, que
€ calculada ao subtrair o teor de ROC percentual de 100%, sendo os resultados sdo
apresentados na FIGURA 4.4.4.1. Pode-se confirmar que as melhores eficiéncias
foram obtidas para a mistura &cida de HNO3s e HCI. A eficiéncia da digestao foi em
média de 83 + 4 e 96 + 1 para as amostras de tecidos animal e vegetal,
respectivamente. Quando foi utilizado somente HNO3 nas digestbes das amostras de
tecido animal essa eficiéncia foi em média de 67 + 3% para todas as amostras. Para
as amostras de tecido vegetal ela ndo se diferenciou muito quando utilizado HNO3 ou
HNOs3s e HF, sendo que a eficiéncia foi de 88 + 3.
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Figado bovino

Musculo bovino
69,6%

. 78,8%H—
Camardo

0% 20% 40% 60% 80% 100%
HNO3 + HCl mHNO3
96,9% H
Folhas de tomateiro 87,8% H
85,0%

96,9% H
Folhas de laranjeira 88,1% H
92,6%

96,2% H
Espinafre 85,9% |
85,8%

|

0% 20% 40% 60% 80% 100%

HNO3 + HCI HNO3 + HF = HNO3

FIGURA 4.4.4.1 - Eficiéncias de digestdo das amostras de tecido animal e vegetal
utilizando diferentes acidos e/ou misturas acidas, n = 5.

As caracteristicas analiticas do sistema de digestdo assistido por
radiacdo micro-ondas foram comparadas com aquelas da digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frascos fechados (batelada). Como observado na TABELA
4.4.4.3 na digestdo em fluxo ha uma reducdo no consumo de amostra, reagentes e
na geracado de residuos, o que esta de acordo com os principios da Quimica Analitica
Verde. Na digestdo em batelada s&o utilizados 13, 4, 10 e 4 vezes mais amostra,
HNOs, HCI e HF, respectivamente, do que no sistema de digestdo em fluxo, o que
influencia diretamente no volume de residuo gerado. Nos céalculos de geracdo de
residuos foram considerados os &cidos utilizado durante a digestdo de uma amostra
e da limpeza do sistema ou dos frascos. Desse modo, os volumes dos residuos de
HCl e HF sao idénticos aos utilizados na digestédo, enquanto que no volume do residuo
de HNOs séo consideradas as fragdes oriundas da solugéo carregadora e das
solucdes acidas introduzidas antes e depois da amostra na digestdo em fluxo e da
solucéo de limpeza (HNOs 32% V V1) utilizada na digestdo em batelada. Outro fator
a ser avaliado séo as frequéncias analiticas dos dois procedimentos. Nesses calculos
foram consideradas o tempo gasto na digestdo da amostra e a limpeza do sistema.

No sistema de digestdo em fluxo o procedimento levou cerca de 10 min para a
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introdug&o de amostra, coleta do digerido e limpeza do sistema, o que resulta em uma
frequéncia analitica de 6 digestdes por hora. No sistema de digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frascos fechados utilizado neste trabalho foi empregado um
rotor com 12 frascos e o programa de digestao levou 45 min e resfriamento dos frascos
30 min, o que totalizou 1,2 h. Entretanto, deve se considerar a etapa de limpeza que
leva mais 45 min. Desse modo, a frequéncia analitica da digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frascos frechados foi de 6 digestdes por hora. Apesar, da
frequéncia analitica dos dois métodos serem iguais, é importante destacar que
algumas etapas sado omitidas no célculo da frequéncia analitica da digestdo em

batelada, como por exemplo o tempo necessério para a secagem dos frascos.
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TABELA 4.4.4.3 - Caracteristicas analiticas da digestdo em fluxo e em batelada no
preparo de amostras solidas de tecido animal e vegetal.

Caracteristicas Digestdo em fluxo Digestdo em batelada
Consumo de amostra (mg) 20 250
Consumo de HNOs (mL) 1 4
Consumo de HCI (mL) 0,1 1
Consumo de HF (mL) 0,05 0,2
Residuo de HNO3s (mL) 3,8 7,5
Residuo de HCI (mL) 0,1 1
Residuo de HF (mL) 0,05 0,2
Frequéncia analitica (h1) 6 6

Nas TABELA 4444 e TABELA 4.445 sao apresentadas as
concentracOes elementares determinadas nas diferentes amostras de tecidos animal
e vegetal digeridas no sistema de digestdo em fluxo utilizando diferentes misturas
acidas, bem como das amostras digeridas em forno de micro-ondas com frascos
fechados. Em geral, os teores determinados usando o sistema de digestédo em fluxo
estdo de acordo com os teores determinados usando procedimento em batelada,
apesar do curto tempo de residéncia da amostra no interior do reator. Nas amostras
de tecido animal foi importante usar HCI no preparo das suspensdes, uma vez que
essas se apresentam mais estaveis e homogéneas do que aquelas preparadas
somente com HNOs. Entretanto, 0 mesmo efeito ndo foi observado nas suspensoes
de tecido vegetal, nas quais os diferentes acidos ou misturas acidas nao afetaram a

homogeneidade ou estabilidade das mesmas.
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TABELA 4.4.4.4 - Digestdo em fluxo e em batelada para figado bovino, musculo
bovino e camardo em diferentes solucdes acidas, valor médio + incerteza, n =5 e

intervalo de confianca de 95%.

Digestdo em fluxo

Digestdao em

Amostra Elemento batelada
A B C
Ca (mg kg?) 149 + 26 137+ 4 146 £ 5
Cu (mg kg?) 264 + 8 259 + 8 253 + 8
Fe (mg kg 194 +6 171+5 163+5
. . Mg (mg kg) 574 +17 579 + 17 545 + 16
Figadobovino /o kg ) 7.520.2 7+1 7.1+0,2
P (%) 1,18+0,04  1,18+0,04  1,25+0,04
S (%) 0,71+ 0,02 0,73 +£0,02 0,70+ 0,02
Zn (mg kg?) 113+£3 113+ 3 109+ 3
Ca (mg kg?) 115 + 28 124 +19 1317
Fe (mg kg™) 55+ 2 60 +2 60 +2
Masculo bovino Mg (mg kg™?) 865 + 26 859 + 26 824 + 25
P (%) 0,73 0,02 0,72 £ 0,02 0,77 £ 0,02
S (%) 0,73+0,02  0,74+0,02  0,75+0,02
Zn (mg kg?) 149 + 4 145 + 4 141 + 4
Al (mg kgt) 24+ 1 33+3 39+1
Ca (%) 0,42 +£0,01 0,43 £ 0,02 0,38 £ 0,01
Cu (mg kg?) ND 7+2 57+0,2
Fe (mg kg?t) 47+1 301 31+1
Camaro Mg (mg kgl) 2024 + 61 2042 + 61 1923 + 58
Mn (mg kg™?) 75+0,2 75+0,2 7,7+0,2
P (%) 1,39 £ 0,04 1,40 £ 0,04 1,44 £ 0,04
S (%) 1,09 £ 0,03 1,12 £ 0,03 1,09 £ 0.03
Sr (mg kg) 60 +0.2 63+3 57+2
Zn (mg kg?) 49+1 51+2 48 +1

ND: ndo determinado, A: HNO3 6,0 mol L1, B: HNO3 6,0 mol L e HCI 0,4 mol L1, C: HNO3 10,0 mol

L1 e HCI 1,6 mol L.
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TABELA 4.4.4.5 - Digestdo em fluxo e em batelada para folhas de espinafre, folhas
de tomateiro e folhas de laranjeira usando diferentes solu¢cfes acidas, valor médio +
incerteza, n =5 e intervalo de confianca de 95%.

Digestao
Amostra  Elemento Digestao no sistema em fluxo ) em
atelada
A B C D
Al (mg kg 53+5 34+5 53+5 41+3
Ba (mg kg1) 25+0,1 25+0,1 50+0,1 3,2+0,1
Ca (%) 166+0,05 1,730,005 1,73+0,05 16+0,1
Cu (mg kg?) ND 62 72 7,6 £0,2
Folhas de € (Mgkg?l) 1003 101 + 3 95 + 3 92+7
espinafre Mg (%) 1,49+0,04 151+004 153+0,05 1,2+0,1
Mn (mg kg?) 136 +4 135+ 4 134 + 4 129 + 4
P (%) 0,55+0,02 055+0,02 0,54+0,02 0,55+0,03
S (%) 0,46+0,04 048+0,03 047+0,03 0,52£0,02
Sr (mg kg) 112+3 108+ 3 109+ 3 105+ 3
Zn (mg kg?) 49 + 3 47 £ 3 48 + 4 51+ 2
Al (mg kg™) 88+7 717 79+8 98 +3
Ba (mg kg™) 79+2 77+2 81+2 72+2
Ca (%) 3,8+0,1 40+0,1 4,1+0,1 3,8+0,3
Cu (mg kg) ND 10+ 2 12,3+0,4 11,7+0,4
Folhas de Fe (mg kgt) 205+ 6 211 +6 196 + 6 206 £ 13
Tomateiro Mg (%) 0,49+0,01 049+0,01 050+0,02 0,45£0,03
Mn (mg kg?) 7312 75+2 75+2 70+ 2
P (%) 0,29+0,01 0,29+0,01 0,28+0,01 0,29%£0,01
S (%) 1,00+£0,07 1,03+0,08 1,00+0,08 0,97 0,03
Sr(mgkg?l 1886 180 5 185 + 6 173+ 7
Zn (mg kg?) 16+1 15+1 16+1 16,9+0,5
Al (mg kg 29 + 4 22+8 30+3 27,6+0,8
Ba (mg kg) 26+1 26+ 2 25+2 23,4+ 0,7
Ca (%) 1,75+ 0,05 1,9+0,1 1,83+£0,05 1,77+0,08
Fe (mg kgt) 70+5 80+5 62 +2 67,+2
Folhas de Mg (%) 0,30+0,01 0,32+0,01 0,30x0,01 0,29+0,01
Laranjeira Mn (mgkg?) 15,0+0,4 17+1 15,0+ 0,5 15,3+0,5
P (%) 0,19+0,01 0,20+0,01 0,19+0,01 0,20£0,01
S (%) 0,21+0,02 0,23+0,01 0,23+0,01 0,24+0,02
Sr (mg kg™?) 60 + 2 63 + 3 60 + 2 58, + 2
Zn (mg kg?) 14+1 13+2 15+2 15+1

ND: ndo determinado, A: HNO3 6,0 mol L1, B: HNO3z 6,0 mol L't e HF 0,4 mol L1, C: HNOz 6,0 mol L1
e HCI 0,4 mol L1, D: HNOz 10,0 mol L1, HCI 1,6 mol L' e HF 1,0 mol L1,

O teste F foi utilizado para comparar a precisado da digestao efetuada no
sistema de digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-ondas e efetuada em forno
de micro-ondas com cavidade e frascos fechados (batelada). De acordo com o teste
F, para as amostras de tecido animal (TABELA 4.4.4.6) ndo houve diferencas

significativas entre a precisdo para a maioria dos elementos analisados em fluxo e em
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batelada, com excegéo para Ca em musculo bovino em ambas as solu¢des &cidas,

Ca e Mn em figado bovino usando HNOs e HNO3 com HCI e Cu em camardo.

TABELA 4.4.4.6 - Comparacao da precisédo da digestdo em fluxo e em batelada para
figado bovino, musculo bovino e camardo usando diferentes solucdes &acidas
aplicando-se teste F, n =5 e P = 95%.

Fcal

Amostra Elemento A B
Ca 24,83 1,66
Cu 1,09 1,04
Fe 1,43 1,11
) _ Mg 1,11 1,13
Figado bovino Mn 1,12 44,18
P 1,12 1,11
S 1,04 1,09
Zn 1,07 1,08
Ca 15,55 7,23
Fe 0,85 1,02
) . Mg 1,10 1,09
Musculo bovino P 1,11 1,15
S 1,07 1,03
Zn 1,12 1,07
Al 1,01 4,99
Ca 1,19 1,87
Cu ND 156,12
Fe 2,06 1,21
Camarao Mg s 05t
Mn 0,95 0,96
=) 1,07 1,05
S 1,00 1,06
Sr 1,09 3,39
Zn 1,04 1,54

ND: ndo determinado, A: HNO3 6,0 mol L1 e B: HNO3 6,0 mol Lt e HCI 0,4 mol L1, Feri: 6,63.

O mesmo foi observado para as amostras de tecido vegetal (TABELA
4.4.4.7) com algumas exceg¢des como Zn, Al e S em folhas de tomateiro, de laranjeira
e em ambas as amostras, respectivamente, em todas as solu¢des acidas avaliadas.
Além disso, houve diferencas significativas entre a precisdo para Mg na amostra de
folhas de espinafre digeridas com HNOs e HNOs + HF, para Cu na mesma amostra
quando utilizado HNOs + HF ou HCI, para Cu e Al nas amostras de folhas de tomateiro
digeridas com HNOs + HF e HCI, respectivamente, e para Ba na amostra de folhas de

laranjeira quando utilizado HNO3 + HCI.
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TABELA 4.4.4.7 - Comparacao da precisédo da digestdo em fluxo e em batelada para
folnas de espinafre, folhas de tomateiro e folhas de laranjeira usando diferentes
solucdes acidas aplicando-se teste F, n =5 e intervalo de confianca de 95 %.

Fcal
Amostra Elemento A B C
Al 3,51 3,48 3,79
Ba 1,68 1,68 2,38
Ca 4,53 4,21 4,21
Cu - 44,24 54,91
Folhas de Fe 5,00 4,88 5,46
espinafre Mg 8,69 8,59 8,28
Mn 1,07 0,91 0,90
P 2,74 2,71 2,80
S 2,93 2,49 2,32
Sr 1,14 1,06 1,08
Zn 3,30 3,00 5,77
Al 5,37 6,29 6,93
Ba 1,18 1,14 1,25
Ca 5,88 5,32 5,18
Cu - 27,18 1,09
Folhas de Fe 4,34 4,11 4,75
tomateiro Mg 4,84 491 3,54
Mn 1,09 1,14 1,13
P 1,01 1,01 1,05
S 6,18 6,72 7,75
Sr 1,45 1,58 1,50
Zn 7,71 6,88 6,77
Al 21,55 102,93 12,48
Ba 4,45 4,63 9,28
Ca 2,04 0,93 1,88
Fe 5,17 577 1,19
Folhas de Mg 1,12 2,45 1,10
laranjeira Mn 1,04 3,93 1,03
P 3,02 2,25 1,06
S 1,02 9,78 10,30
Sr 1,07 2,67 1,07
Zn 1,50 1,33 2,72

ND: ndo determinado, A: HNO3z 6,0 mol L1, B: HNO3z 6,0 mol L* e HF 0,6 mol L1 e C: HNOs
6,0 mol L1 e HCI 0,4 mol L1, F: 6,63.

A comparagdo entre as concentragdes elementares obtidas nos dois
modos de andlise foi feita aplicando-se o teste t pareado (TABELA 4.4.4.8). Houve
diferencas significativas para a maioria dos teores determinados pelos dois métodos
quando as digestdes foram realizadas utilizando somente HNOs. N&o foram
observadas diferencas significativas somente para Ca e Cu em figado bovino, Cae S
em musculo bovino e Mn, P, S e Zn em camaréo. Os resultados apresentaram melhor

concordancia com os teores determinados em batelada quando foi utilizada a mistura

71



acida contendo HNOs + HCI. Nesse caso, ndo houve diferencas significativas entre os
dois métodos para Cu, Mn e Zn em figado bovino, Ca, Fe, Mn, S e Zn para musculo
bovino e Cu, Fe, Mn, P e S em camarao. Essa melhor concordancia, pode ser devido
ao fato de ter sido aplicado a mesma mistura acida nos dois métodos comparados, ou
seja, a combinacdo de HNOs e HCI. Além disso, o &cido cloridrico aumenta a eficiéncia
de digestdo da acido nitrico, como demostrado nos estudos com de decomposicéo da
fenilalanina em diferentes misturas acidas, sendo que as melhores eficiéncias de

digestdo obtidas para todas as amostras foram alcancadas nessa mistura acida.

TABELA 4.4.4.8 - Comparacao dos teores determinados por digestdo em fluxo e em
batelada para figado bovino, musculo bovino e camardo em diferentes solucdes
acidas aplicando-se o testet,n =5 e P = 95 %.

Amostra Elemento A B
fcal teri teal teri
Ca 0,27 2,31 3,03 2,57
Cu 2,17 2,31 1,15 2,31
Fe 9,33 2,31 2,64 2,31
Figado bovino Mg 2,73 2,31 3,18 2,31
Mn 3,01 2,31 0,88 2,57
P 2,94 2,31 2,75 2,31
S 1,06 2,31 2,31 2,31
Zn 1,71 2,31 2,01 2,31
Ca 1,16 278 0,75 2,78
Fe 4,15 2,31 0,48 2,31
Musculo bovino Mg 2,56 2,31 2,20 2,31
P 2,69 2,31 3,67 2,31
S 1,73 2,31 0,86 2,31
Zn 299 231 1,71 231
Al 20,63 2,31 5,45 2,31
Ca 4,61 2,31 5,01 231
Cu NC 2,31 0,79 231
Fe 21,73 231 1,32 231
Camaréao Mg 2,71 2,31 3,19 2,31
Mn 1,22 2,31 1,06 2,31
P 1,82 2,31 1,33 231
S 0,04 2,31 1,57 2,31
Sr 2,32 2,31 3,90 231
Zn 1,22 2,31 3,36 2,31

NC: ndo calculado, A: HNO3 6,0 mol L1 e B: HNO3 6,0 mol L1 e HCI 0,4 mol L.
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De acordo com teste t pareado foram observadas diferencas
significativas entre os dois métodos para a maioria dos elementos determinados nas
amostras de folhas de espinafre digeridas com HNO3 ou HNOs + HF e para folhas de
laranjeira digeridas com HNOs + HF. Nesses casos somente ndo houve diferencas
significativas para Ca, P e Zn em folhas de espinafre digeridas com HNO3 e Ca, Cu,
Mn, P e Sr em folhas de espinafre e Al, P, S e Zn em folhas de laranjeira digeridas
com HNOs + HF. Nos demais casos ha uma boa concordancia para a maiorias dos
teores determinados pelos dois métodos. Nao houve diferencas significativas para Ca,
Fe, P, S e Zn determinados em folhas de tomateiro em todas as misturas acidas
avaliadas, além de Mn nos digeridos em HNO3 e Cu nos digeridos em HNOs + HF e
HNOs + Cl. Os melhores resultados foram obtidos para as amostras de folhas de
espinafre e laranjeira digeridas com HNO3s + HCI (TABELA 4.4.4.9). Observa-se boa
concordancia entre os dois métodos para Ca, Cu, Fe, Mn, P, Sr e Zn em folhas de
espinafre e Al, Ba, Ca, Mn, P, S, Sr e Zn em folhas de laranjeira. Isso também pode
ser justificado por ter sido utilizada a mesma mistura acida nas digestées em fluxo e
em batelada. Ademais, o uso do acido cloridrico potencializa a capacidade oxidativa
do acido nitrico, o que contribui para obtencéo de menores teores de ROC, que podem
interferir na determinacdes de macro e micronutrientes por ICP OES?Y".

73



TABELA 4.4.4.9 - Comparagéao dos teores determinados por digestdo em fluxo e em
batelada para folhas de espinafre, folhas de tomateiro e folhas de laranjeira usando
diferentes solucdes acidas aplicando-se o teste t, n = 5 e intervalo de confianca de 95
%.

A B C
Amostra Elemento tcal teri tcal teri tcal teri
Al 4,73 2,31 3,00 2,31 4,61 2,31
Ba 13,58 2,31 13,60 2,31 22,53 2,31
Ca 0,51 2,31 1,75 2,31 1,77 2,31
Cu NC 2,31 1,76 2,78 0,12 2,78
Folhas de Fe 2,60 2,31 2,98 2,31 1,23 2,31
espinafre Mg 4,06 2,57 4,28 2,57 4,64 2,57
Mn 2,64 2,31 1,96 2,31 1,71 2,31
P 0,01 2,31 0,22 2,31 0,47 2,31
S 3,51 2,31 2,40 2,31 3,35 2,31
Sr 3,36 2,31 1,55 2,31 2,06 2,31
Zn 1,72 2,31 3,53 2,31 1,92 2,31
Al 3,25 2,31 8,19 2,31 5,04 2,57
Ba 4,42 2,31 3,51 2,31 5,86 2,31
Ca 0,01 2,31 1,57 2,31 1,97 2,31
Cu NC 2,31 1,75 2,78 2,26 2,31
Folhas de Fe 0,17 2,31 0,77 2,31 1,68 2,31
tomateiro Mg 2,90 2,31 2,68 2,31 3,52 2,31
Mn 2,21 2,31 3,40 2,31 3,23 2,31
P 0,26 2,31 0,17 2,31 1,29 2,31
S 1,17 2,31 1,72 2,57 0,75 2,57
Sr 3,76 2,31 1,79 2,31 3,03 2,31
Zn 1,50 2,78 3,07 2,78 1,88 2,78
Al 0,93 2,78 1,55 2,78 1,88 2,57
Ba 3,66 2,31 3,97 2,31 2,02 2,31
Ca 0,40 2,31 3,51 2,31 1,48 2,31
Fe 1,44 2,31 6,11 2,31 4,52 2,31
Folhas de Mg 2,82 2,31 4,23 2,31 2,45 2,31
laranjeira Mn 0,97 2,31 4,56 2,31 0,83 2,31
P 1,16 2,31 0,92 2,31 1,54 2,31
S 2,61 2,31 1,05 2,57 1,64 2,57
Sr 1,77 2,31 3,08 2,31 1,68 2,31
n 0,43 2,31 1,37 2,31 0,20 2,31

NC: nédo calculado, A: HNO3 6,0 mol L1, B: HNO3 6,0 mol L e HF 0,6 mol Lt e C: HNO3 6,0 mol L1 e
HCI 0,4 mol L1,

Um teste t pareado para multiplos analitos também foi realizado para
comparar as misturas acidas usadas na digestdo das amostras de tecido vegetal e
animal, os resultados sao apresentados na TABELA 4.4.4.10. De acordo com o teste,
os melhores resultados foram obtidos com a mistura de HNO3 e HCI para as amostras
de tecido animal. O t calculado para essa mistura foi 1,55, enquanto que para somente
HNOs foi 1,85, sendo ambas menores que o t critico (2,07). Para as amostras de tecido

vegetal a melhor mistura &cida estudada foi HNOs e HF de acordo com teste t pareado
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para multiplos analitos. Os valores de t calculados foram 0,24; 0,59 e 1,99 para as
solucdes acidas de HNOs + HF, HNOs + HCI e HNOs, sendo todas menores que o t
critico (2,04).

TABELA 4.4.4.10 - Comparagdo das solu¢cBes acidas aplicadas na digestdo das
amostras de tecidos animal e vegetal aplicando-se o teste t pareado para multiplos
analitos e P = 95 %.

tcal

Tipo de amostra Conjunto avaliado A B c teri
Global 1,85 - 1,55 2,07

Tecido Animal Figado bovir_10 2,10 - 1,18 2,36

Musculo bovino 0,62 - 0,90 2,57

Camarao 1,02 - 1,02 2,26

Global 1,99 0,24 0,59 2,04

Tecido Vegetal Folhas de espine_lfre 1,97 0,19 1,70 2,23

Folhas de tomeiro 0,59 0,30 0,17 2,23

Folhas de laranjeira 1,95 0,96 0,003 2,26

NC: ndo calculado, A: HNO3z 6,0 mol L1, B: HNOs 6,0 mol L e HF 0,6 mol L e C: HNOz 6,0 mol L1 e
HCI 0,4 mol L1,

4.5 - CONCLUSOES PARCIAIS

O sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas se
mostrou eficiente para a digestdo de glicose e glicina, quando comparado com 0s
trabalhos anteriores e isso se deve ao uso de um reator com maior volume e, portanto,
um maior tempo de residéncia para promocdo da reacao. Isso também possibilitou
trabalhar sob maiores vazdes, do que as utilizadas anteriormente, assim aumentando
a frequéncia analitica do método. O sistema de digestdo em fluxo € aplicavel para
digerir amostras sélidas, sendo que nao houve entupimento do sistema mesmo
qguando foram introduzidas amostras fibrosas. O sistema desenvolvido apresentou
bons resultados, quando comparados aos valores das amostras de CRMs e aqueles
obtidos por digestdo em batelada. Além disso, foram obtidos brancos com baixas
concentragbes de potenciais contaminantes oriundos das partes metélicas
constituintes do sistema, podendo-se inferir que ndo ocorreu severo desgaste de
componentes metalicos e contaminacdo das amostras durante as digestdes, mesmo
guando utilizados &cidos altamente corrosivos (HCI e HF). O sistema se mostrou
estavel, habil a operar por longos periodos sem problemas técnicos e de forma

automatizada.
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Capitulo 5

Avaliacdo de um sistema de digestao em fluxo
assistida por radiacao micro-ondas sob altas
pressao e temperatura com reator de grande

volume no preparo de amostras de sucos de frutas
e leite



5.1 - INTRODUCAO

O leite € um importante alimento na dieta humana, atuando como fonte de
gorduras, proteinas, carboidratos, minerais e outros elementos essenciais para
promover o crescimento e a manutencdo da vida humana, especialmente para
criancas e idosos. Os macronutrientes presentes no leite sdo Ca, Mg, P e S, enquanto
Fe e Zn sédo constituintes minoritarios®-°’. Sucos de frutas também séo incluidos na
dieta humana como boa fonte de nutrientes como carboidratos, proteinas, vitaminas,
compostos antioxidantes e minerais. Os principais nutrientes presentes nesse
alimento sdo Ca, K, P e Na como macronutrientes e Fe, Mg, Mn e Mo como
micronutrientes®%, Nos Ultimos anos o consumo desses dois produtos tém crescido
devido as propriedades nutricionais, 0 que torna importante o controle de qualidade
desses alimentos®°,

Na literatura podem ser encontrados métodos que propdem a andlise direta
dessas amostras para determinacdo de macro e micronutrientes por técnicas
espectrométricas. Entretanto, as quantificacbes devem ser cuidadosamente
realizadas para evitar o entupimento do sistema de nebulizacdo durante a analise e,
consequentemente, etapas de limpeza do sistema de nebulizagdo, bem como a
filtracdo e/ou centrifugacdo das amostras podem ser requeridas®%100-104 Além disso,
os efeitos de matriz devem ser considerados quando uma grande quantidade de
compostos de carbono é introduzida no plasma de argénio. WILTSCHE et al.l’
reportaram que o efeito de matriz causado pelo carbono é um fenébmeno multifatorial
que é fortemente dependente do instrumento utilizado e das condi¢cdes aplicadas
durante as medidas.

Devido a esses inconvenientes, o preparo de amostra € usualmente requerido
para determinagdo de macro e micronutrientes nessas amostras. A digestao acida é
o0 método de preparo de amostra mais aplicado em amostras alimenticias tanto em
blocos digestores quanto em fornos micro-ondas, porém esses sao normalmente
realizados em batelada que pode levar a erros analiticos, tais como perdas de analitos
ou contaminacdo das amostras3>9103.105  Sistemas de digestdo em fluxo séo
alternativas atrativas para diminuir a manipulagédo da amostra pelo analista, o que
evita contaminacdo e perdas de analitos uma vez que a introdugdo da amostra, a
coleta e a diluicdo dos digeridos pode ser automatizada. Entretanto, essas amostras
nao sdo amostras facilmente digeridas nesses sistemas. As amostras de sucos de

frutas sdo ricas em glicose, que é um composto altamente reativo levando a um
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aumento rapido da pressao dentro do reator, e consequentemente, aumentando o
risco de explosdes no sistema. Em contrapartida, amostras de leite sédo ricas em
gorduras que requerem altas temperaturas e condicbes drasticas para serem
decompostas3#3848, Portanto, é necessario o uso de sistemas de digestdo em fluxo
robustos e estaveis que possam ser operados sob altas temperaturas e pressfes para
promover uma digestdo rapida e eficiente.

A literatura atualmente reporta poucos trabalhos que utilizam sistemas de
digestdo em fluxo operados sob altas temperaturas e pressées em fluxo continuo para
o preparo de amostras liquidas complexas. No sistema proposto por PICHLER et al.3
foi possivel realizar digestdes eficientes de materiais de referéncia certificado,
entretanto a Unica amostra liquida investigada nesse sistema foi a digestdo de suco
de laranja para avaliar a perda de Hg durante o procedimento. JA no sistema
desenvolvido por WILTSCHE et al.®8, além de boa eficiéncia no preparo de diversos
materiais de referéncia certificado e leite em pd, o sistema se mostrou habil na
digestdo de amostras de sucos de maca e de laranja. Entretanto, as eficiéncias de
digestdo alcancadas no sistema avaliado por WILTSCHE et al.8 foram menores que
aquelas alcancadas por PICHLER et al.®4, devido ao baixo volume do reator utilizado.

No capitulo anterior (Capitulo 4, tépico 4.4.2 - Otimizag&o dos parametros de
digestao, pag. 57) demonstrou-se como foi possivel aumentar a eficiéncia de digestao
no sistema desenvolvido por PICHLER et al.3* aumentando-se o volume do reator de
6,0 para 13,5 mL e, consequentemente, o tempo de residéncia da amostra na zona
irradiada. As eficiéncias de digestdo alcancadas com o novo reator foram similares as
alcancadas por PICHLER et al.34, Esse sistema foi utilizado no preparo de amostras
sélidas em forma de suspenséo, entretanto estudos adicionais foram necessarios para
avaliar o desempenho desse sistema no preparo de amostras liquidas de dificil
digestdo como sucos de frutas e leites. Vale ressaltar, que apesar das aplicacdes
mencionadas anteriormente para sucos de frutas, ndo ha nenhuma aplicacdo para
digestdo de leite fresco em sistemas de digestdo em fluxo assistido por radiacéo
micro-ondas operados sob altas temperatura e pressdo. Foram relatados somente
algumas aplicagbes em sistemas de digestdo em fluxo assistido por radiagdo micro-
ondas operados a pressdo atmosférica e com uso de parada do fluxo durante a

digest&o106.107,

79



5.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este capitulo da tese tem o0s seguintes objetivos especificos:

v Avaliar métodos de preparo de emulsdo de leite em meio &cido visando
possibilitar a manipulacdo e digestao dessa amostra no sistema de digestao
em fluxo;

v' Avaliar a aplicabilidade do sistema descrito no Capitulo 4 (tépico 4.3.4 -
Sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas, pag. 46) para
o preparo de amostras liquidas de sucos de frutas e leite para a determinagéo
de macro e micronutrientes por ICP OES;

v' Determinar a eficiéncia de digestao de amostras liquidas e avaliar a preciséao e
exatiddo do método otimizado comparando-se os teores determinados em fluxo
com os teores obtidos por digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em
frascos fechados (Capitulo 3, 3.4.2 - Caracterizacdo das amostras liquidas,
pagina 36);

v Avaliar procedimentos de analise direta de sucos de frutas e leite propostos na
literatura e compara-los com a digestdo em fluxo assistida por radiacdo micro-

ondas e a digestao assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados.

5.3 - MATERIAIS E METODOS

5.3.1 - Equipamentos

Os analitos e 0 ROC foram quantificados em um ICP OES com Viséo axial
(Ciros Vison EOP, Spectro, Alemanha) nas condi¢des descritas anteriormente no
Capitulo 4 (topico 4.3.1 - Equipamentos e aparatos, pag. 44). As seguintes linhas de
emissado (nm) foram monitoradas para a quantificacdo dos analitos: Al 167,078(ll), B
249,773(1), Ba 455,404(11), C 193,091(1), Ca 317,933(Il), Cu 324,754(l), Fe 238,204(ll),
K 766,491(), Mg 280,270(I), Mn 257,611(I), Na 589,592(]), P 177,495(1), S
180,731(l), Sc 424,683(ll), Sr 407,771(l) e Zn 213,856(l), sendo que (I) e (I)
representam linhas atbmicas e ibnicas, respectivamente. O ROC e a acidez residual
foram determinadas nas mesmas condi¢gdes descritas no Capitulo 4 (topico 4.3.1 -
Equipamentos e aparatos, pag. 44). Um banho ultrassénico e um agitador tipo vortex
foram utilizados no preparo das emulsdes de leite antes da digestdo no sistema em
fluxo assistido por radiagdo micro-ondas sob altas temperatura e pressdo ou analise

direta por ICP OES, respectivamente.
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5.3.2 - Reagentes e amostras

As solucdes e suspensdes foram preparadas com acidos HNOs destilado
abaixo do ponto de ebulicdo, HCI e H202 de alta pureza (Suprapur, Merck, Alemanha)
e agua desionizada (18 MQ cm, Barnstead Nanopure, Thermo Fisher Scientific,
EUA). As curvas de calibracdo foram preparadas a partir de uma solucdo padréo
estoque contendo 100 mg L de Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn (Roth,
Alemanha) em HNO3z 3% (V V1) e solucdes padrdo de enxofre e fésforo (SCP Science,
Canada) de 1000 mg L. Para as determinacdes de ROC foram utilizadas solucdes
padrao de calibracdo preparadas a partir da dissolugcdo de monohidrogenoftalato de
potassio (PA, Merck, Alemanha). As amostras liquidas analisadas foram suco de
maca (100% Apfel, SPAR, Austria), suco de manga (Happy day, RAUCH, Austria),
leite semidesnatado (0,9% de gordura, Osterreichische Bio-Bergbauern-Leichtmilch,
Naturapur SPAR, Austria) e leite integral (3,5% de gordura, Vollmich, Jeden Tag,
Austria), sendo as amostras obtidas no mercado local de Graz na Austria. Essas
amostras ndo passaram por nenhum preparo prévio e foram armazenadas em tubos
de PE de 50 mL a -18 °C em um freezer para conservagao. Previamente a digestédo
em fluxo um tubo de cada amostra foi descongelado a 4 °C em uma geladeira durante

a noite.

5.3.3 - Sistema em fluxo

O sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas operado
sob altas temperatura e pressdo com reator de grande volume (13,5 mL) aplicado na
digestdo das amostras de sucos de frutas e leite esta descrito detalhadamente no
Capitulo 4 (topico 4.3.4 - Sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacao micro-
ondas, pag. 46). As condicdes utilizadas na digestdo em fluxo foram as mesmas
condicBes 6timas aplicadas na digestdo de amostra sélidas, ou seja, vazao da solucéo
carregadora de 5,0 mL min* e poténcia aplicada de radiacdo micro-ondas de 500 W.
A determinacao da concentracdo de macro e micronutrientes nos digeridos, bem como

a concentragcédo de ROC foi efetuada off-line por ICP OES.

5.3.4 - Preparo das amostras
Amostras de sucos de frutas foram diluidas a 67% V V-1 em diferentes meios
acidos, sendo esses: HNOz 3,7 mol L1, HNOs 3,7 mol L* + HCI 0,3 mol L* e HNO3
3,7 mol L't + H202 0,3 mol L. Posteriormente, 2,4 mL dessa disperséo foi introduzida
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no sistema de digestdo em fluxo empacotados entre duas fracdes de 1,8 mL de HNOs3
3,7 mol L. Essa etapa foi realizada para evitar a diluicdo da amostra na solugdo
carregadora (HNOz 0,2 mol L1) por efeito de dispersdo. O digerido coletado foi diluido
em agua desionizada a um Volume final de 40 mL, sendo que o fator de dilui¢cao final
da amostra foi de 25 vezes. A andlise direta dos sucos de frutas foi baseada no método
proposto por CINDRIC et al.1%. De acordo com o procedimento, um Volume de 500
UL (ca. 500 mg) do suco de fruta foi diluido em 10 mL de HNOs 2% V V-1, sendo o
fator de diluicao final da amostra de 20 vezes. Escéandio foi utilizado como padréo
interno tanto na digestdo quanto na andlise direta, sendo que todas as soluc¢des foram
analisadas por ICP OES. O Sc foi utilizado como padréo interno para corrigir erros
analiticos, que poderiam ser oriundos da introducéo de volumes errados de amostra
no sistema ou pela perda de amostra durante a digestao.

Diferentemente das amostras de sucos de frutas que sao facilmente diluidas
em meio acido, as amostras de leite tendem a coagular nesse meio. Sendo assim foi
necessario avaliar um método de preparo de emulsédo estavel que fosse possivel
introduzi-la no sistema de digestdo em fluxo. Com isso, foi avaliado o efeito de
estabilizantes quimicos, sonicacao e aquecimento no preparo das emulsdes de leite
em meio acido. Nesse contexto, foram adicionados 0,8 mL de leite integral e 2,0 mL
de HNOs em quatro tubos distintos de PE de 15 mL. No primeiro tubo n&o foi
adicionado nenhuma substancia como estabilizante quimico, enquanto que no
segundo, terceiro e quarto tubos foram adicionados 50 uL de EDTA 0,2 mol L, 50 pL
de Triton X-100 10% m V' e 50 uL de EDTA 0,2 mol L* + 50 pL de Triton X-100
10% m V-1, respectivamente. Em seguida, as solucdes foram avolumadas a 4 mL com
agua desionizada para que a concentracgéo final fosse de 20% V V-1 de amostra. Todas
as emulsbes foram agitadas manualmente, entretanto essas ndo se mantiveram
estaveis por mais que 4 min. Assim, todas as emulsdes foram em seguida sonicadas
por 1 min em um banho de ultrassom buscando gerar emulsdes estaveis, que se
mantiveram estaveis por um periodo de 40 min. Em seguida, essas emulsdes foram
aquecidas por 20 min a 60 °C em uma estufa visando avaliar o efeito da temperatura
na estabilizacdo das emulsdes.

Apoés o estabelecimento da condi¢cdo 6tima para o preparo da emulsdo em
meio &cido, foi avaliado o efeito da solucdo de Sc na estabilidade das emulsdes. Uma
vez que a adicdo de Sc a emulsdo em meio acido causou separacao de fases, uma

segunda alternativa foi avaliada para viabilizar o uso de padréo interno durante a
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digestdo das amostras. Como a adicdo concomitante de 4gua desionizada e o padrédo
interno promovem a desestabilizacdo da emulsédo devido ao efeito salting-out, uma
vez que a concentracéo inicial de Sc nessa emulsdo era 12 mg L. Na segunda
estratégia foi avaliada a diluicdo da emulsdo somente com acido nitrico concentrado.
Nesse caso, a solucédo padrdo de Sc 1000 mg L foi adicionada em 1 mL de leite
integral que foi diluido com &cido nitrico concentrado a um Volume final de 4 mL para
que as concentragées finais da amostra e do padrdo interno fossem 25% V V1 e
10 mg L%, respectivamente. Essa mistura foi sonicada por 1 min em um banho de
ultrassom, sendo a emulsédo obtida estdvel como a preparada anteriormente sem
padrao interno.

Esses dois procedimentos otimizados foram aplicados no preparo de
emulsdes de leite para serem digeridas no sistema em fluxo. Assim, as emulsdes de
leite foram preparadas nas concentragdes de 20% e 25% V V-1 de amostra em HNO3
7,0 e 10,5 mol L?, respectivamente. Apos adicdo do acido nitrico a amostra, essa
mistura foi sonicada por 1 min em um banho de ultrassom para estabilizacdo da
emulsdo. Dessa mistura foi introduzida no sistema de digestdo em fluxo uma fracéo
de 3 mL de amostra entre duas fragdes de 1 mL de HNO3s com a mesma concentracao
acida das amostras, ou seja, 7,0 ou 10,5 mol L. Os digeridos coletados foram diluidos
em agua desionizada a um Volume final de 36 e 30 mL, gerando emulsdes com 20 e
25% V V1 de leite, respectivamente, sendo que os fatores de diluices finais das
amostras foram de 60 e 40 vezes, respectivamente.

A andlise direta de leite foi baseada no método proposto por MCKINSTRY et
al.1®, Baseado nesse procedimento, 250 pL (ca. 250 mg) de leite foram diluidos em 6
mL de &gua desionizada aquecida a ca. 37 °C e misturada usando um agitador tipo
vortex. Posteriormente, a mistura foi deixada em repouso até a emulsdo atingir a
temperatura ambiente, sendo entdo adicionados 100 pL de Triton X-100 10% m Ve
a mistura foi avolumada com &gua desionizada a 10 mL. O fator de dilui¢cdo final
dessas emulsdes foi de 40 vezes. Durante a determinacéo direta de leite em ICP OES,
o sistema de nebulizacéo foi limpo aspirando-se solucdo de Triton X-100 1% m V!
entre as amostras para evitar acimulo de material no nebulizador e camara de
nebulizacdo. Os analitos foram determinados em todas essas solucdes por ICP OES,

sendo que escandio foi adicionado como padréo interno em todas as solugdes.

83



5.3.5 - Avaliacao do sistema em fluxo

A eficiencia de digestdo do sistema de digestdo em fluxo foi avaliada
determinando-se o teor de ROC e a acidez residual das amostras. Os LODs
determinados nos brancos dos digeridos no sistema em fluxo foram comparados com
os LODs da digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados, que
sao apresentados no Capitulo 3 (topico 3.4.2 - Caracterizacdo das amostras liquidas,
pg. 36). Ademais, foram comparadas as caracteristicas de ambos 0s procedimentos
no preparo das amostras liquidas de sucos de frutas e leite. A exatiddo e precisao
foram estimadas pela comparacao dos teores determinados nos digeridos obtidos na
digestdo em fluxo com os valores determinados em batelada, sendo esses valores

estatisticamente comparados usando-se os testes F e t.

5.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1 - Desempenho do sistema de digestdo em fluxo

As condicOes utilizadas na digestdo das amostras, tais como volume de
amostra e reagentes introduzidos no sistema e volume do digerido coletado foram
facilmente ajustadas, pois o sistema de digestao em fluxo é completamente controlado
por um computador. A diluicdo das amostras de sucos de frutas e o preparo das
emulsdes das amostras de leite foram simples e rapidos, sendo essa etapa realizada
durante o condicionamento do sistema ou durante a digestdo de outras amostras.
Ambas as amostras sado extremamente reativas em todas as condi¢des experimentais
avaliadas, havendo uma grande formacao de gases resultantes da decomposicao das
amostras (COx e NOx), que pdde ser observado no sistema de separacao gas-liquido.
O sistema atingiu temperaturas superiores a 140 °C que pode ser medida na parte
externa no tubo de PFA, na porcéo anterior ao sistema de refrigeracédo, medindo-se
assim a temperatura do digerido apds a etapa de irradiacdo. Isso indica que a
temperatura no reator helicoidal era maior do que a observada na saida do sistema
em fluxo. Inicialmente houve alguns vazamentos no sistema de separacéo gas-liquido
devido a alta temperatura dos digeridos que atingiam esse dispositivo. Entretanto,
esse efeito ndo ocorreu durante a digestdo das amostras sélidas, que apresentavam
menor concentracdo de TOC. Esses vazamentos foram ocasionados pelo
amolecimento do tubo de PFA, que se tornava maleavel e deslizava da arruela de
fixacdo do tubo na saida do sistema de separacédo gas-liquido. Esse problema foi

solucionado pelo aumento da vaz&o da agua no sistema de refrigeragédo e um melhor
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ajuste do tubo de PFA e da arruela de fixagdo no sistema. ApGs tais modifica¢des, o
sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas operado sob altas
temperaturas e pressdes trabalhou com seguranca por meses sem nenhum problema.
A frequéncia analitica foi de 8 digestdes por hora, incluindo o tempo necessario para

a etapa de amostragem e coleta do digerido.

5.4.2 - Aplicacéo do sistema de digestdo em fluxo no preparo
de amostras de sucos de frutas

As amostras de sucos de frutas sao ricas em agucares (glicose e frutose), que
sao facilmente digeridos, o0 que leva a reacdes agressivas com grande formacao de
gases e, consequentemente, na expulsdo da amostra da zona irradiada do sistema.
Além disso, as digestdes foram realizadas com solu¢cdes concentradas de amostra
(67% V V1) para viabilizar a determinagdo de micronutrientes, que estdo com
concentragcbes proximas aos LOD por ICP OES. As misturas acidas avaliadas na
digestdo das amostras de suco de maca e suco de manga foram HNOs 3,7 mol L7,
HNOz 3,7 mol L* + HCI 0,3 mol L* e HNOs 3,7 mol Lt + H202 0,3 mol L e as
eficiéncias de digestdo atingidas foram 78, 84 e 78%, respectivamente, para as
amostras de suco de maca e 59, 71 e 54% para as amostras de suco de manga
(FIGURA 5.4.2.1). Melhores eficiéncias foram alcancadas na digestdo do suco de
maca, que ndo apresenta grandes particulas suspensas. A melhor mistura acida para
ambas as amostras foi a combinacdo de HNOs e HCI. Um comportamento similar foi
observado na digestdo de fenilalanina e das amostras sélidas de tecido animal e
vegetal neste mesmo sistema em fluxo (Capitulo 4, topico 4.4.2 - Otimizacdo dos
parametros de digestdo, pag. 57 e topico 4.4.4 - A, pag. 61).
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FIGURA 5.4.2.1 - Eficiéncia de digestdo das amostras de suco de macéa e suco de
manga em diferentes acidos e/ou misturas acidas, n = 5.

A acidez residual foi determinada para as amostras de suco de macé e suco
de manga digeridas com HNOz 3,7 mol L, uma vez que esse foi o reagente presente
em maior concentracdo e que, portanto, controla a acidez do meio. A acidez residual
média nos digeridos de sucos de frutas foi 0,6 mol L1. Considerando-se que a acidez
final é resultante do acido adicionado as amostras, na solugédo carregadora e nas
fracOes de solucdes acidas adicionadas na frente e na rabeira da aliquota da amostra,
€ importante avaliar a quantidade de acido efetivamente consumido durante a
digestdo da amostra. Considerando somente a aliquota da amostra, 93 % do acido
presente foi consumido durante a digestdo. Assim, pode-se inferir que é possivel
realizar quantificacfes online dos macros e micronutrientes presentes nas amostras
para determinacdes por ICP OES, sem a prévia diluicdo dos digeridos devido a sua
baixa acidez (ca. 0,3 mol L1). Apesar da possibilidade de realizar as determinacées
online de macro e micronutrientes nos digeridos de sucos de frutas, esse estudo nao
foi realizado devido a alta fracdo de gases dissolvidos no digerido, que poderiam
interferir nas analises e pela baixa frequéncia analitica do sistema de digestéo frente
a amostragem do ICP OES, o que aumentaria 0 consumo de argonio durante as
quantificacdes e com isso o custo da analise.

Os LODs foram determinados em 5 réplicas para cada uma das misturas
acidas avaliadas e calculadas pelo uso das equac¢des descritas no Capitulo 3 (topico
3.4.1 - Caracterizacdo das amostras soélidas, pag. 34). Na TABELA 5.4.2.1 séo
apresentados os LODs médios dessas misturas. Melhores LODs de deteccao para Al,
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B, Cu, K, P, S e Zn foram obtidos no sistema de digestdo em fluxo, enquanto que os
LODs de Ba, Ca, Mg, e Sr foram melhores na digestdo em batelada. Os melhores
LODs no sistema em fluxo estéo relacionados com o uso de acidos diluidos e baixa
manipulacdo da amostra pelo analista, enquanto que os altos LODs podem estar
relacionados com a contaminacao da amostra com a composi¢ao do tubo de vidro do
sistema de separag¢do gas-liquido. O mesmo ndo foi observado na digestdo das
amostras sélidas, pois ndo houve acumulo de digerido dentro de separador gas-
liquido, assim o digerido entrou em contato somente com a base do dispositivo que é
polimérica. A contaminacdo ndo foi oriunda do reator como demonstrado nas
determinacdes dos brancos de procedimento por ICP-MS, que foram apresentados

no Capitulo 4 (tépico 4.4.3 - Avaliacdo do desempenho do sistema, pag. 59).

TABELA 5.4.2.1 - LODs dos brancos analiticos das amostras de sucos de frutas do
sistema de digestdo em fluxo e da digestao assistida por radiacdo micro-ondas em
frascos fechados (batelada).

Elemento Sistema em fluxo Batelada
(Mg L) (ug LY

Al 7 13
B 8 29
Ba 7 1

Ca 213 26
Cu 6 14
Fe 2 3

K 50 151
Mg 24 8

Mn 0,4 0.4
Na 10 14
P 12 25
S 26 80
Sr 0,5 0.2
Zn 1 4
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As caracteristicas analiticas dos procedimentos de preparo de amostras de
sucos de frutas no sistema de digestdo em fluxo foram comparadas com aquelas da
digestdo em batelada (TABELA 5.4.2.2). As descric6es dos céalculos da geracao de
residuos e da frequéncia analiticas dos procedimentos estdo no Capitulo 4 (topico
4.4.4 - Aplicacéo do sistema de digestdo em fluxo no preparo das amostras de tecido
animal e vegetal, pag. 61). Na digestdo das amostras de suco em fluxo ha uma grande
reducdo no consumo de reagentes e, consequentemente, na geracao de residuos, o
gue esta de acordo com as caracteristicas dos sistemas por injecdo em fluxo e os
principios da Quimica Analitica Verde. Isso se deve a dois motivos, o primeiro pela
injecdo de pequenos volumes de amostra e reagentes no sistema e o0 segundo pela
digestdo das amostras de sucos de frutas com acidos diluidos. A redu¢do no consumo
de amostra foi pequena, uma vez que se utilizaram solucdes concentradas da amostra
em meio &cido a fim de garantir determinacdo quantitativa dos micronutrientes
presentes em baixas concentracbes. A frequéncia analitica do procedimento
otimizado no sistema de digestdo em fluxo é maior do que da digestdo em batelada,
mas vale ressaltar que algumas etapas da digestdo em bateladas foram omitidas no

calculo da frequéncia analitica o que tornaria 0 método mais moroso e trabalhoso.

TABELA 5.4.2.2 - Caracteristicas analiticas da digestdo em fluxo e em batelada no
preparo de amostras liquidas de sucos de frutas.

Caracteristicas Digestédo em fluxo Digestédo em batelada

Consumo de amostra (mL) 1,6 2
Consumo de HNO3 (mL) 0,6 5

Consumo de HCI (mL) 0,06 0,5
Consumo de H202 (mL) 0,06 -

Residuo de HNO3s (mL) 3,0 8,5

Residuo de HCI (mL) 0,06 0,5
Frequéncia analitica (h1) 8 5

Os teores de macro e micronutrientes determinados nos sucos de maca e de
manga sao apresentados na TABELA 5.4.2.3. Em geral, os teores determinados pela
digestdo em fluxo estdo em concordancia com aqueles determinados pela digestdo
assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados. A mistura acida aplicada na
digestao influencia os valores obtidos, como observado na digestdo das amostras
soélidas (Capitulo 4, topico 4.4.4 - A, pag. 61) nesse mesmo sistema ou na digestao de
amostras solidas e liquidas no sistema utilizado por WILTSCHE et al.%,
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TABELA 5.4.2.3 - Andlise elementar de sucos de maca e manga: comparacao da
digestdo em fluxo e da digestdo em batelada com diferentes misturas &cidas, média
* incerteza, n = 5 e intervalo de confianca de 95%.

Digestéo
Elemento Digestao em fluxo em
Amostra (mg L) batelada
HNO5? HNOs + HNOs + HNOs +
HCIP H202° HCld
Al 0,40+0,03 0,39+0,03 0,35+0,03 0,4+0,1
B 16+0,1 174+0,06 157+0,05 1,86+0,06
Ba 0,18+0,01 0,10+0,01 0,07+0,01 0,11+0,01
Ca 1154 123+4 116 £4 123 +4
Fe 0,87+0,03 0,85+0,03 0,80+0,03 0,85+0,03
Suco de K 744 + 26 797 + 27 619 + 21 670 £ 20
maca Mg 53+2 55+2 51+2 53+2
Mn 0,38+0,01 0,38+0,01 0,36+0,01 0,38+0,01
Na 138+05 153+05 14,1+05 150+04
P 63 +2 68 + 2 60 +2 63+2
S 27 +1 29+2 26+ 2 27+ 2
Sr 0,79+0,04 0,83+0,03 0,75+0,03 0,79+0,02
Zn 0,11+0,02 0,10+0,01 0,10+0,01 0,10+0,02
Al 014+002 008001 3 0>F  0,16%0,04
Ba 0,7+0,1 0,18+0,03 0,13+0,02 0,13+0,02
Ca 107 £ 4 90+3 92+3 92+3
Cu <LOD 0,1+0,02 0,15+0,01 0,15+0,02
Fe 0,51+0,04 0,44+0,02 0,45+0,02 0,48+0,05
Suco de K 352 +12 325+ 11 347 +12 325+ 10
manga Mg 48 £ 2 44 + 2 45+ 2 44 + 2
Mn 0,36 +0,01 0,33+£0,01 0,35+0,01 0,34+0,02
Na 10,1+0,3 9,7+0,3 9,7+0,3 9,8+0,3
P 391 371 371 371
S 33+1 31+1 32+1 302
Sr 0,63+0,02 059+0,02 0,59+0,02 0,58+0,02
Zn 0,26 +0,02 0,27+0.02 0,28+0,02 0,27 +£0,03

a: HNOsz 3,7 mol L1, b: HNOz 3,7 mol L1 + HCI 0,3 mol L%, ¢c: HNOs 3,7 mol L't + H202 0,3 mol L1 e d:
HNOz 9,3 mol L1 + HCI 0,8 mol L.

As misturas acidas foram avaliadas e comparadas usando-se testes
estatisticos (teste F e teste t). Os resultados do teste F sdo apresentados na TABELA
5.4.2.4 e de acordo com os F calculados (Fca)) N0 ha diferencas significativas entre
as precisdes alcancadas pela digestdo em fluxo e em batelada para a maioria dos
analitos avaliados, com excecao de Al nas duas amostras e em todas misturas acidas
aplicadas e Ba e Fe em suco de manga digerido com HNOs 3,7 mol Lt e HNO3

3,7 mol L'* + H202 0,3 mol L, respectivamente.
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TABELA 5.4.2.4 - Comparagdo da precisdo da digestdo em fluxo em diferentes
solucdes acidas (A, B e C) e da preciséo da analise direta (D) com a preciséo digestédo
em batelada do suco de macéa e suco de manga aplicando-se o teste F,n=5e P =
95%.

Fcal

Amostra Elemento A B C D
Al 12,20 17,16 12,75 25,85
B 3,21 1,13 0,72 1,60
Ba 1,01 2,50 1,07 2,50
Ca 1,15 1,32 1,18 4,56
Fe 1,37 1,31 1,16 1,26
Suco de K 1,63 1,87 1,13 1,08
maca Mg 2,12 1,42 1,23 1,25
Mn 1,28 1,31 1,33 1,38
Na 1,13 1,39 1,17 1,40
P 1,33 1,53 1,21 1,47
S 2,50 1,58 1,39 571
Sr 2,76 1,45 1,18 1,28
Zn 2,55 3,94 5,34 5,01
Al 7,89 14,80 292,35 2,78
Ba 76,69 2,51 1,75 14,59
Ca 1,78 1,25 1,33 1,33
Cu ND 1,60 3,03 1,49
Fe 1,75 4,08 9,09 10,35
Suco de K 1,55 1,33 1,51 1,50
Manga Mg 1,02 1,22 1,15 1,15
Mn 2,72 3,18 2,74 2,62
Na 1,40 1,41 1,31 1,14
P 1,45 1,34 1,31 1,44
S 1,78 1,95 1,90 1,84
Sr 1,54 1,39 1,36 1,46
Zn 2,30 2,10 3,42 6,13

ND: ndo determinado, A: HNOs 3,7 mol L1, B: HNOz 3,7 mol L1 + HCI 0,3 mol L1, C: HNOs 3,7 mol L1
+ H202 0,3 mol L'te D: HNO3 0,3 mol L, F¢i: 6,63.

De acordo com o teste t pareado apresentados na TABELA 5.4.2.5 a maioria
dos teores de macro e micronutrientes determinados nos sucos de maca e manga nas
diferentes misturas acidas estdo em concordancia com aqueles determinados pela
digestdo em batelada. As excec¢des foram para suco de macéa e de manga digeridos
com HNOs + HCl e HNOs, respectivamente. Nesses casos somente ndo houve
diferencas significativas nas determinacoes de Al, Mg, P, S e Zn em suco de maga e
de Al, Fe, Mn, Na e Zn para suco de manga. Nos teores de macro e micronutrientes
determinados em suco de manga somente ndo houve concordancia com os teores de
referéncia para as determinacdes de B, Ba, Ca, K e Na nas amostras digeridas com
HNOs e de B, K e S nas amostras digeridas com HNOs + H202. No suco de manga os
teores de macro e micronutrientes que apresentaram diferencas significativas com
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aqueles determinados em batelada foram somente para Al, Ba e Cu nos digeridos
com HNOs + H20:2 e para Al e K nos digeridos com HNOs + HCI. O uso de HNOs é
suficiente para garantir uma determinacdo exata de macro e micronutrientes em
amostra de suco de maca. Entretanto, a adicdo de HCI ou H20:2 foi essencial para
obtencado de valores confiaveis quando foram determinados macro e micronutrientes

em suco de manga.

TABELA 5.4.2.5 - Comparagdo da exatiddo da digestdo em fluxo em diferentes
solucdes acidas (A, B e C) e da exatiddo analise direta (D) com os teores de macro e
micronutrientes determinado pela digestdo em batelada do suco de maca e suco de
manga aplicando-se o teste t pareado, n =5 e P = 95%.

Amostra Elemento fea
A B C D
Al 0,79 0,74" 0,18 0,73
B 4,73 2,84 7,55 10,74
Ba 8,39 1,24 5,28 1,60
Ca 3,44 0,03 2,71 1,35
Fe 0,88 0,16 3,14 1,09
K 5,06 8,39 3,92 5,07
Sr‘:q?gge Mg 0,49 1,77 1,71 1,34
Mn 0,81 0,16 3,05 1,11
Na 3,95 1,19 3,01 1,37
P 0,19 3,64 2,23 2,52
S 0,04 1,75 0,78 2,57
Sr 0,04 2,26 2,71 0,78
Zn 0,65 0,22 0,61 3,15
Al 121" 3,03 431" 3,00
Ba 8,28" 3,58 0,11 1,88"
Ca 7,27 1,37 0,21 0,15
Cu 23,22 414 0,19 0,87
Fe 0,81 2,10 1,55 2,92
K 3,97 0,10 3,25 3,16
S&’gggdae Mg 3,96 0,05 1,28 1,27
Mn 1,35 1,65 0,86 1,64
Na 1,32 0,55 0,28 3,71
P 2,32 0,42 0,16 2,10
S 3,20 1,53 2,00 6,74
Sr 3,97 1,21 0,77 2,55
Zn 0,65 0,06 0,44 1,51

A: HNOz 3,7 mol L1, B: HNO3 3,7 mol L1 + HCI 0,3 mol L1, C: HNO3 3,7 mol L1 + H202 0,3 mol L1 e D:
HNO3 0,3 mol L1, te: 2,306, Excecbes: 2,570 e *2,780
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A anélise direta de sucos de frutas proposta por CINDRIC et al.1% apresentou-
se como um procedimento simples e rapido que pode ser facilmente aplicado em uma
analise de rotina. A analise elementar foi realizada sem dificuldades para ambas as
amostras e os teores determinados estdo de acordo com aqueles determinados pela
digestdo em fluxo e digestdo em batelada, como pode ser observado na TABELA
5.4.2.6. De acordo com o teste F (TABELA 5.4.2.4) ndo houve diferencas significativas
entre a precisao da analise direta e da digestdo em batelada, sendo que as excecbes
foram o Al na analise direta de suco de maca e Ba e Fe na andlise direta de suco de
manga. Entretanto, menor concordancia foi observada para os teores determinados
pela andlise direta com as determinacdes realizadas através da digestdo em batelada
(TABELA 5.4.2.5). De acordo com um teste t pareado a maioria dos teores de macro
e micronutrientes determinados pela analise direta estdo de acordo com os teores
determinados na digestdo em batelada. De modo geral, as determinacdes nao foram
exatas para B, K, P, S e Zn em suco de maca e para Al, Fe, K, Na e S em suco de
manga. Nesse sentido, pode-se se afirmar que determinacfes quantitativas podem
ser realizadas tanto pela digestdo em fluxo e como pela andlise direta, apesar da
digestdo em fluxo apresentar uma melhor concordancia com as determinacdes em
batelada e apresentar um menor teor de carbono em solucéo, que pode causar efeitos

de matriz em determinacdes de macro e micronutrientes em ICP OES?’.
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TABELA 5.4.2.6 - Analise elementar de sucos de mac¢d e manga: comparacao da
analise direta e da digestdo em batelada, média + incerteza, n = 5 e intervalo de
confianca de 95%.

AMmostra Elemento Andlise direta Digestdao em batelada
(mg L) HNO3? HNOs + HCIP
Al 0,39 £ 0,02 0,4+0,1
B 1,47 + 0,05 1,86 + 0,06
Ba 0,1+0,01 0,11 +0,01
Ca 118+ 8 123+4
Fe 0,83 +0,03 0,85+ 0,03
K 605 + 21 670 + 20
Suco de maca Mg 52+2 53+2
Mn 0,39+ 0,01 0,38 + 0,01
Na 154+0,5 15,0+ 0,4
P 66 + 2 63 2
S 24,7+0,9 27 +2
Sr 0,78 £ 0,03 0,79 £ 0,02
Zn 0,07 +£0,01 0,10 £ 0,02
Al 0,09 £ 0,03 0,16 £ 0,04
Ba 0,120 + 0,004 0,13 +0,02
Ca 92+3 92+3
Cu 0,13 +0,02 0,15+ 0,02
Fe 0,42 +0,01 0,48 £ 0,05
K 346 + 12 325+ 10
Suco de manga Mg 45+ 2 44 + 2
Mn 0,36 + 0,01 0,34 £ 0,02
Na 9,1+0,3 9,8+0,3
P 381 37+1
S 24+ 1 302
Sr 0,61 +0,02 0,58 + 0,02
Zn 0,25+ 0,01 0,27 £ 0,03

a: HNO3 0,3 mol L1, b: HNOz 9,3 mol L1 + HCI 0,8 mol L1,

5.4.3 - Aplicacdo do sistema de digestdao em fluxo no preparo

de amostras de leite
O desempenho do sistema de digestdo em fluxo assistido por radiagdo micro-
ondas operado sob altas pressfes e temperaturas também foi avaliado no preparo de
amostras de leite, que séo ricas em gordura e considerada uma classe de compostos
de dificil digestédo®. A avaliacédo do preparo das emulsdes de leite em meio acido é
apresentada na FIGURA 5.4.3.1.
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FIGURA 5.4.3.1 - Otimizacéo do preparo das emulsdes de leite e avaliacdo do uso de
estabilizantes quimicos, ultrassom e aguecimento na estabilizacdo das emulsdes, a:
apos preparo das misturas e agitacdo manual, b: 4 min apds agitacdo manual, c:
imediatamente apos 1 min de sonicagdo, d: 20 min apos sonicag¢do durante 1 min, e:
44 min apoés sonicagdo durante 1 min e f: apés 20 min de aquecimento. Tubos da
esquerda para a direita: 1° tubo sem estabilizantes, 2° tubo com EDTA, 3° tubo com
Triton X-100 e 4° com EDTA e Triton X-100.

Em seguida, estabilizantes quimicos foram avaliados no preparo das
emulsdes de leite, como por exemplo: EDTA, Triton X-100 e a combinacédo desses
compostos. A estabilidade das emulsdes preparadas na presenca desses
estabilizantes quimicos foi comparada com uma emulsao preparada somente com uso

de acido nitrico e 4gua desionizada. As misturas preparadas por agitacdo manual
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formavam emulsdes estaveis imediatamente apds agitacdo (FIGURA 5.4.3.1.a),
entretanto foi observado a completa separacdo de fases em menos de 4 min (FIGURA
5.4.3.1.b), demonstrando que ndo houve formac&o de emulsdo com a simples mistura
e agitacdo manual da amostra com o0s reagentes, bem como os estabilizantes
quimicos néo foram eficientes. Portanto, todas as solu¢ées foram sonicadas por 1 min
em um banho de ultrassom no intuito de avaliar o efeito do ultrassom na estabilizacao
das emulsdes. O efeito foi similar para todas as emulsbes preparadas (FIGURA
5.4.3.1.c), sendo que essas se mantiveram estaveis por pelo menos 20 min quando
se iniciou a quebra das emulsdes (FIGURA 5.4.3.1.d). A emulsdo que se manteve
estavel por mais tempo foi aguela preparada sem adi¢do de nenhum estabilizante, ou
seja, somente com o0 uso da amostra, acido nitrico e agua desionizada (FIGURA
5.4.3.1.e). O uso de estabilizantes quimicos ndo demonstrou nenhum efeito
significativo na estabilizacdo das emuls6es de leite em meio acido, portanto, 0 uso
desses reagentes no preparo das emulsdes é desnecessario. E importante enfatizar,
gue mesmo sem 0 uso de estabilizantes quimicos ndo houve uma completa quebra
da emulsdo mesmo em tempos de até 44 min apOs a sonicacgao.

O efeito da temperatura também foi avaliado no preparo das emulsdes. Nesse
sentido, apés estabilizacdo das emulsdes por 1 min de sonicacdo em um banho
ultrassom, esses tubos foram mantidos por 20 min em uma estufa sob temperatura de
60 °C. Apesar de se esperar o0 aumento da estabilidade, o aquecimento levou a uma
completa separagdo de fases (FIGURA 5.4.3.1.f), sendo que as emulsbes néo
puderam ser reestabilizadas mesmo apds sonicadas em um banho de ultrassom.

Assim, tem-se que a melhor abordagem no preparo de emulsdes estaveis de
leite em meio acido é a simples mistura da amostra com acido nitrico e agua
desionizada, seguida da sonicacdo da mistura por 1 min em um banho de ultrassom.

O uso de padréo interno no preparo da emulsao de leite em meio acido
também foi avaliado. A adicdo de solucao de Sc ao meio promoveu a coagulacdo da
amostra de leite preparada em HNOs 7,0 mol L! nas condicbes previamente
otimizadas devido ao efeito salting-out, uma vez que a concentragdo de Sc nessa
emulsdo era elevada (12 mg L) aumentando a forga i6nica do meio e diminuindo a
solubilidade da amostra em meio acido. A mistura contendo amostra, acido nitrico,
agua desionizada e padrédo de Sc ndo pode ser estabilizada mesmo apds sonicagéo
em banho de ultrassom. Apesar de nao ter se obtido emulsfes estaveis, essas

misturas foram digeridas no sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacéao
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micro-ondas, pois a mistura foi estabilizada com o uso de um agitador mecanico
presente no amostrador automatico para homogeneizar as suspensdes formadas.

Um segundo procedimento para preparar as emulsdes de leite foi avaliado
para permitir o uso de padrao interno durante a digestdo das amostras no sistema de
digestdo em fluxo. Foi observado que a adicdo concomitante de adgua desionizada e
o padrédo interno promovem a desestabilizacdo da emulsdo em meio &cido. Quando a
emulsao de leite foi preparada com acido nitrico e Sc ha auséncia de agua desionizada
foi possivel estabiliza-la apés 1 min de sonicacédo em banho de ultrassom. Portanto,
h& dois métodos de preparo de emulsdes de leite em meio acido, a primeira sem 0
uso do padrao interno e a diluicdo da amostra e de acido nitrico concentrado em agua
desionizada, ou a segunda com uso de padrao interno e diluicdo da amostra em acido
nitrico concentrado. Desconsiderando o teor de agua presente nas amostras de leite,
0s teores de agua presente em cada emulsdo sdo 48 e 27% para HNOs3 7,0 e
10,5 mol L%, respectivamente. Portanto, as digestdes foram repetidas com as
emulsdes de leite em HNOs 10,5 mol L1, E importante ressaltar que o preparo das
amostras de leite para serem digeridas no sistema de digestdo em fluxo assistido por
radiacdo micro-ondas foi mais complexo do que o preparo das diluicbes de sucos de
frutas, contudo usando-se somente um banho de ultrassom foi possivel preparar
emulsdes estaveis que puderam ser introduzidas no sistema em fluxo.

Nesse contexto, as amostras de leite foram digeridas com acido nitrico 7,0 e
10,5 mol L para emulsGes de leite contendo 20 e 25% V V1 da amostra,
respectivamente. As eficiéncias de digestdo alcancadas no preparo das amostras
foram 66 e 77% para leite semidesnatado e 66 e 75% para leite integral digeridos com
HNOz 7,0 e 10,5 mol L, respectivamente, como pode ser observado na FIGURA
5.4.3.2. Os melhores resultados foram alcancados quando foi utilizado o segundo
procedimento de preparo de emulsdes de leite, e isso pode ser explicado devido a
melhor dispersédo da amostra no meio e a maior concentragdo do acido nitrico o que
aumentou a interacao entre o substrato e o reagente. A acidez residual foi similar para
as amostras de leite semidesnatado e leite integral, assim foi determinado a acidez
residual média em cada uma das concentracdes acidas avaliadas. A acidez residual
foi 1,0 mol L para as amostras de leite digeridas com HNOs 7,0 mol L%, enquanto
que para as amostras digeridas com HNOs 10,5 mol L foi 1,7 mol Lt. De maneira
similar como foi discutido para as amostras de sucos de frutas, o consumo de acido

também foi avaliado na aliquota da amostra, sendo que esse foi 45 e 39% nas
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amostras de leite digeridas com HNOz 7,0 e 10,5 mol L, respectivamente. Dessa
maneira, pode-se concluir que para as amostras de leite seria necesséria a diluicdo
em fluxo dos digeridos antes da introducao desses no sistema de nebulizacdo do ICP
OES a fim de evitar interferéncias de transporte ou degradacdo de componentes do
equipamento. Considerando-se que a diluicdo da amostra dificultaria a determinacao
de elementos presentes em baixas concentracdes e os fatores previamente discutidos

para as amostras de sucos de frutas, as determina¢6es foram realizadas off-line.

100% -

80% -

60%

40% -

Eficiéncia de digestao

20% -

0% -
Leite semidesnatado Leite integral

mHNO3 7 mol/L HNQO3 10,5 mol/L

FIGURA 5.4.3.2 - Eficiéncia de digestdo das amostras de leite semidesnatado e de
leite integral em diferentes concentracdes de acido nitrico, n = 5.

Os LODs também foram determinados em 5 réplicas para cada concentracao
acida e calculadas pelo uso das equacdes descritas no Capitulo 3 (tépico 3.4.1 -
Caracterizacdo das amostras sodlidas, pag. 34). Como nao houve diferencas
significativas entre os LODs determinados nas duas concentra¢gfes acidas estudadas
foram calculados os LODs médios para cada elemento (TABELA 5.4.3.1). Os LODs
de Fe, K, P, S e Zn foram melhores no sistema em fluxo, enquanto que para Ca, Mg
e Na foram melhores na digestdo em batelada. Tal como anteriormente para as
amostras de sucos de frutas essas diferencas podem ser explicadas pela baixa
manipulacdo da amostra pelo analista, enquanto os altos LODs podem ser devido a
contaminacgao dos digeridos no sistema de separagdo gas-liquido, que apresenta um
tubo cilindrico de vidro em sua composi¢édo. Os LODs determinados para as amostras
de leite sdo similares aqueles apresentados anteriormente para as amostras de sucos

de frutas, sendo em alguns casos ligeiramente superiores, uma vez que foi utilizada
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uma maior concentragdo acida, como pode ser notado especialmente para Ca, Na e
Zn.

TABELA 5.4.3.1 - LODs dos brancos analiticos das amostras de leite do sistema de
digestdo em fluxo e da digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em frascos
fechados (batelada).

Elemento Sistema em fluxo Batelada
(ug L) (ug LY

Ca 302 26
Fe 1 3

K 65 151
Mg 27 8

Na 56 14
P 14 o5
S 26 80
Sr 0,3 0.2
Zn 26 4

As caracteristicas analiticas do sistema de digestdo em fluxo foram
comparadas com aquelas da digestdo em batelada (TABELA 5.4.3.2). Os célculos da
geracdo de residuos e da frequéncia analiticas foram feitas como no Capitulo 4 (tépico
4.4.4 - Aplicacdo do sistema de digestdo em fluxo no preparo das amostras de tecido
animal e vegetal, pag. 61). Em ambos os procedimentos avaliados na digestdo das
amostras de leite no sistema em fluxo ha uma redugcdo no consumo de amostra,
reagentes e na geracdo de residuos quando comparado com o procedimento em
batelada. E importante enfatizar que no segundo método utilizou-se uma
concentracdo de HNOs superior a digestdo em batelada e mesmo assim houve uma
reducdo no consumo de reagentes e geracao de residuos. Isso se deve a introducéo
de menores volumes de amostra e reagentes no sistema. A frequéncia analitica foi

maior no sistema de digestdo em fluxo do que na digestdo em batelada.
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TABELA 5.4.3.2 - Caracteristicas analiticas da digestdao em fluxo e em batelada no
preparo de amostras liquidas de leite.

Caracteristicas Digestao em fluxo Digestao em
Método 1 Método 2™ batelada
Consumo de amostra (mL) 0,6 0,8 2
Consumo de HNO3 (mL) 15 3,0 5
Consumo de HCI (mL) - - 0,5
Residuo de HNO3 (mL) 3,6 51 8,5
Frequéncia analitica (h1) 8 6 5

* HNO3 7,0 mol Lt e ** HNO3 10,5 mol L

As concentragbes dos macro e micronutrientes determinados nas amostras
de leite sdo apresentadas na TABELA 5.4.3.3. De modo geral, os resultados estao

concordantes com aqueles determinados nas digestdes em batelada.

TABELA 5.4.3.3 - Comparacéao dos teores de macro e micronutrientes determinados
na digestdo em fluxo e da digestdo em batelada do leite semidesnatado e leite integral
em diferentes concentracdes de acido nitrico, valor médio * incerteza, n =5 e intervalo

de confianca de 95%.

Digestdao em

Amostra IE(Irim?_r)f)o Sistema de digestdo em fluxo batelada
9 HNO3? HNOgP HNO3 + HCI®
Ca 1413 + 68 1259 + 43 1236 + 43
Fe 0,10 + 0,03 0,12 + 0,04 0,14 + 0,03
K 1203 + 50 1214 + 42 1092 + 38
Leite Mg 114 +6 103 +4 104 £ 4
semidesnatado Na 354 + 17 337 +12 318 + 11
P 1026 + 38 950 + 33 945 + 33
S 344 + 25 323 +19 332+21
Sr 0,22 +0,03 0,21 £0,02 0,21 +0,01
Zn 3,8+0,2 3,5+0,1 3,7+0,1
Ca 1405 + 68 1231 + 42 1232 + 42
Fe 0,4+05 0,62 + 0,02 0,19 + 0,06
K 1189 + 41 1160 + 40 1067 + 37
Mg 115+5 100+ 3 106 + 4
Leite integral Na 351+14 322 +11 309 +11
P 1058 + 37 949 + 33 991 + 34
S 352 +24 327 +£18 356 + 29
Sr 0,34+ 0,04 0,28 £+ 0,01 0,28 £ 0,02
Zn 42+0,2 3,7+0,1 42+0,2

a: 7,0 mol L'1HNOg, b: 10,5 mol L' HNOs, ¢: 9,3 mol L' HNOsz e 0,8 mol L1 HCI.

As condicbes de preparo das emulsbes de leite foram avaliadas através de

usos de testes estatisticos como aplicados para as amostras de sucos de frutas.
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Através do teste F (TABELA 5.4.3.4) foi possivel observar que ndo houve diferencas
significativas entre as precisdes alcangadas no sistema de digestdo em fluxo e na
digestdo em batelada para a maioria dos elementos determinados em ambas
concentracdes acidas, com excecao de Fe em leite integral em ambas concentracfes
acidas e Sr em leite semidesnatado digerido com HNO3z 7,0 mol L, que pode ser

devido a baixa concentracfbes desses elementos nessas amostras.

TABELA 5.4.3.4 - Comparagao da precisdo da digestdo em fluxo em diferentes
concentracdes de acido nitrico (A e B) e da preciséao analise direta (C) com a precisao
da digestdo em batelada de leite semidesnatado e leite integral através do teste F, n
=5e P =95%.

Fcal

Amostra Elemento A 5 c
Ca 2,51 1,04 1,03
Fe 1,19 1,54 1,32
K 1,74 1,24 1,12
Leite Mg 2,63 1,01 1,05
semidesnatado Na 2,50 1,13 1,30
P 1,37 1,01 1,15
S 1,40 1,17 1,04
Sr 20,67 6,30 1,18
Zn 1,87 0,88 1,11
Ca 2,58 1,00 1,04
Fe 52,67 7,27 13,99
K 1,24 1,18 1,12
Mg 2,13 1,10 1,01
Leite integral Na 1,67 1,08 1,29
P 1,14 1,09 1,05
S 1,53 2,72 2,21
Sr 2,23 6,09 1,68
Zn 1,82 1,52 1,34

A: HNOs 7,0 mol L1, B: HNO3 10,5 mol L1, C: Triton X-100 1% m V-, Fe: 6,63.

De acordo com o teste t pareado (TABELA 5.4.3.5) ha diferencas significativas
entre a maioria dos teores determinados nos digeridos de leite no sistema em fluxo
com os teores de referéncia determinados em batelada quando as digestées foram
realizadas com HNOz 7,0 mol LX. Somente houve concordancia para os teores de Fe,
S, Sr e Zn determinados em ambas as amostras de leite e para Sr na amostra de leite
semidesnatado. Os melhores resultados para ambas amostras de leite foram obtidos
quando se utilizou HNO3 10,5 mol Lt. Nao foram observadas diferencas significativas
para Ca, Mg, P, S e Sr em ambas as amostras de leite, Fe em leite semidesnatado e

Na em leite integral.
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TABELA 5.4.3.5 - Comparagdo da exatiddo da digestdo em fluxo em diferentes
concentracdes de acido nitrico (A e B) e da exatiddo da andlise direta (C) com a os
teores de macro e micronutrientes determinados pela digestdo em batelada de leite
semidesnatado e leite integral através do teste t pareado, n = 5, P = 95%.

tcal

Amostra Elemento A B c
Ca 5,09 0,85 0,72
Fe 1,65 0,58 0,47
K 4,04 4,88 2,61
Leite Mg 3,42 0,27 1,04
semidesnatado Na 3,99 2,74 6,01
P 3,60 0,24 3,25
S 0,78 0,72 2,36
Sr 0,62* 0,55 3,70
Zn 0,38 2,83 2,36
Ca 4,95 0,02 0,96
Fe 1,20* 14,67 2,44
K 4,95 3,85 2,51
Mg 3,35 2,28 0,28
Leite integral Na 5,35 1,78 5,86
P 3,01 2,01 1,02
S 0,26 1,91 0.13
Sr 2,91 0,12 2,49
Zn 0,24 5,34 2,47

A: HNOs 7,0 mol L1, B: HNOs 10,5 mol L1, C: Triton X-100 1% m V-1, tu: 2,306, Excecgbes: 2,780 e
2,570

O procedimento de andlise direta proposto por MCKINSTRY et al.1% para a
determinacao de macro e micronutrientes em leite, também é um procedimento rapido
e simples, apesar de realizado em multiplas etapas que podem ser afetadas por erros
analiticos. Esse procedimento somente requer o uso de um agitador do tipo vértex e
0s autores mencionaram que o mesmo pode ser facilmente aplicado em analises de
rotina. Entretanto, a analise direta das amostras de leite ndo pdde ser bem realizada
sem o uso de uma solucédo de limpeza de Triton X-100 entre as medidas; além disso
nao foi possivel realizar as determinac¢des quantitativas usando a diluicdo da amostra
proposta pelos autores que é de 10 vezes. Isso pode ter ocorrido devido as diferencas
instrumentais do ICP OES aplicado nas andlises por MCKINSTRY et al.'® e no
trabalho aqui descrito. As principais diferencas se encontram no modo de visdo do
plasma e no sistema de introducdo da amostra. MCKINSTRY et al.1% utilizaram a
visdo radial e um sistema de nebulizacdo para alto teor de soélidos, enquanto neste
trabalho de tese foi utilizada a visdo axial, que apesar de mais sensivel € mais
susceptivel a interferéncia espectrais . Também foi utilizado um nebulizador de fluxo

cruzado e uma camara de nebulizacdo do tipo Scott. E bem conhecido que as
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interferéncias espectrais podem ser mais intensas na visao axial do que na visao radial
em um ICP OES, quando esse ndo é operado sob condigGes robustas®®. Assim,
decidiu-se preparar emulsdes mais diluidas (1:40 V V1) e utilizar uma solugéo de
limpeza entre as medidas (Triton X-100 1% m V-1). Adotando essas estratégias, as
medidas foram realizadas sem problemas, porém é importante destacar que apesar
do uso de uma solucao de limpeza foi necessario remover o sistema de nebulizagdo
e limpa-lo adequadamente para realizar a analise de outras amostras. Foram
necessarios um dia e meio de trabalho para realizar as analises e limpeza do sistema
de nebulizacdo, pois além do periodo de preparo das emulsées e determinacfes o
sistema de nebulizagdo foi deixado por 24hs em um banho de &cido nitrico
10% (V V1). O sistema de nebulizagdo precisou ser lavado com detergente neutro,
enxaguado com agua da torneira e, posteriormente, com agua desionizada e, em
seguida, foi deixado durante 24 h em um banho acido (HNO3 10% V V') para completa
limpeza e desmineralizagdo do dispositivo. A maioria das concentragbes dos
elementos determinados por analise direta estdo de acordo com o0s teores
determinados em batelada (TABELA 5.4.3.6). De acordo com teste F (TABELA
5.4.3.4) ndo houve diferencas significativas entre as precisdes alcancadas na analise
direta e na digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados, com
excecdo de Fe em leite integral. De acordo com o teste t pareado, somente n&o foram
observadas diferencas significativas nas determinacdes de Ca, Fe e Mg em leite
semidesnatado e de Fe, Mg, P e S em leite integral. Desse modo, pode-se inferir que
para a obtencdo de resultados mais confiaveis € mais recomendavel realizar a

digestdo da amostra em fluxo ou batelada.

102



TABELA 5.4.3.6 - Comparacéo dos teores de macro e micronutrientes determinados
pela analise direta e pela da digestdo em batelada de leite semidesnatado e leite
integral, média + incerteza, n = 5 e intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Andlise direta Digestdo em batelada
(mg LY Triton X-1002 HNO3 + HCIP

Ca 1255 + 43 1236 + 43

Fe 0,13+ 0,03 0,14 + 0,03

K 1031 + 36 1092 + 38
. Mg 106 + 4 104 + 4

Leite

semidesnatado Na 362 +13 318+11
P 1014 = 35 945 + 33
S 364 + 21 332+21

Sr 0,20+ 0,01 0,21+£0,01
Zn 39+0,1 3,7+0,1

Ca 1206 + 42 1232 + 42
Fe 0,12 £ 0,02 0,2+0,1

K 1010+ 35 1067 + 37
Mg 105+ 4 106 + 4
Leite integral Na 352+12 309+11
P 1014 £ 35 991 + 34
S 358 + 20 356 £ 29

Sr 0,248 £ 0,02 0,28 £ 0,02
Zn 4,0+0,1 4,2+0,2

a: Triton X-100 10% m V-1, b: HNOz 9,3 mol L-1 + HCI 0,8 mol L.

5.5 - CONCLUSOES PARCIAIS

O sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas operado
sob altas temperatura e presséo foi eficiente para digerir amostras de sucos de frutas
e leite sem grandes dificuldades. A combina¢cdo de HNOs com HCI possibilitou atingir
0os menores teores de ROC nas digestdes de sucos de frutas devido a capacidade
dessa mistura &cida possibilitar a digestdo de compostos mais complexos que
apresentam um anel aromatico em sua estrutura. A eficiéncia da digestao foi menor
para as amostras de leite que sdo mais dificeis de digerir devido a presenca de
gorduras em sua composi¢cdo. O preparo das amostras de leite, para que essas
possam ser introduzidas no sistema em fluxo, foi mais complicada do que para as
amostras de sucos de frutas, mas foi possivel preparar emulsées estaveis apds uma
cuidadosa avaliacdo de efeitos de diversos parametros. Assim, o procedimento
envolveu apenas o uso de acido nitrico e uma etapa de sonicacgéo. Os teores de macro
e micronutrientes das amostras digeridas no sistema de digestdao em fluxo assistida
por radiagdo micro-ondas estdo em concordancia com aqueles determinados por
digestao assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados. De modo geral, 0os

resultados obtidos por digestdao em fluxo estdo estatisticamente (teste t pareado) em
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maior concordancia com os teores determinados por digestdo em batelada do que a
andlise direta as amostras de sucos de frutas e leite. A andlise direta foi uma boa
opcao para analise da maioria dos macros e micronutrientes em sucos de frutas.
Entretanto, andlises diretas de amostras de leite devem ser cuidadosamente
controladas usando-se solucdes para limpeza do sistema de nebulizacao ap0s a etapa
de quantificacéo a fim de evitar contaminagdes cruzadas entre amostras.
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Capitulo 6

Desenvolvimento de um sistema de extracao
fluxo-batelada para determinacao on-line de macro
e micronutrientes em tecidos vegetais e animais
por ICP OES



6.1 - INTRODUCAO

Na literatura tém sido reportados alguns sistemas de extracdo em fluxo
no preparo de amostras de tecidos vegetais®®’® e de tecidos animais para
determinacdo de nutrientes e contaminantes inorganicos por técnicas
espectrométricas’®-’274, Dentre as vantagens desses sistemas de extracdo em fluxo
esta a possiblidade da realizacéo da determinacédo on-line’®-"4109 pré-concentragéo
dos analitos em linha por SPE’%>73 ou micro extracéo liquido-liquido (MLLE)'° e o
acoplamento com instrumentos usados no preparo de amostra como banho
ultrassénico’-74109 e forno de radiacdo micro-ondas®°110.

Dentre os métodos de extracdo em sistemas em fluxo citados
anteriormente, somente o sistema desenvolvido por HERRERA e CASTRO® foi
desenvolvido para analise elementar em tecido foliar. Esses autores propuseram uma
extracdo em fluxo assistida por radiacdo micro-ondas de Cd e Pb em tecido foliar. No
sistema proposto foram empacotados 500 mg de amostra em uma MCC de PTFE, a
qual foi imersa em um frasco com 30 mL de agua colocado dentro do forno de radiacéo
micro-ondas. A al¢ca de amostragem contendo a MCC foi preenchida com 2 mL de
HNOs3 1% V V! sob uma vazédo de 0,8 mL mint. Em seguida, a valvula injetora foi
comutada e o circuito foi mantido fechado visando permitir a circulacdo da solucéo
extratora através da aliquota de amostra sob uma vazédo de 0,8 mL min-! e o sentido
do fluxo da solucéo extratora foi invertido a cada 20 s. Durante a extracéo foi aplicada
uma poténcia de radiacdo micro-ondas de 300 W e o tempo de extracao foi de 10 e
15 min para Cd e Pb, respectivamente. ApoOs a etapa de extracdo, a valvula injetora
foi novamente comutada para coleta do extrato sob uma vazédo de 0,8 mL min-1, sendo
0 extrato diluido a um Volume final de 4 mL para posterior quantificacéo off-line dos
analitos por GF AAS. O método otimizado mostrou-se eficiente na determinacéo de
Cd e Pb em folhas de faia (BCR 100) e folhas de oliva (BCR 062)6°,

Aplica¢Bes para tecidos animais foram desenvolvidas por MORENO-CID
e YEBRA™"1 e YEBRA-BIURRUN et al.”>4, Essas extracdes em fluxo assistido por
ultrassom foram realizadas com 5 a 80 mg de amostra, e 1 a 2 mL de solucgéo extratora
de HCI ou HNOs3 diluidas (0,75 a 3 mol L) sob uma vazéo de 3,5 mL min e tempos
de sonicacdo que variaram de 30 a 300 s, sendo que as condicbes descritas
anteriormente foram selecionadas dependendo da amostra e do analito. Inicialmente
as amostras foram empacotadas nas MCCs de vidro, conectadas ao sistema de

extracdo em fluxo e imersas no banho de ultrassom. Em seguida, foi introduzida a
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solugéo extratora no circuito que foi fechado e a solugéo foi mantida em circulagao.
Com o intuito de evitar o acimulo dos analitos em uma das extremidades da MCC o
sentido no qual a solucéo extratora fluia era invertido a cada 10 ou 30 s, dependendo
do tempo de extracdo. ApOs a etapa de extracdo o circuito foi aberto e uma aliquota
de 250 pL analisada por FAAS para quantificacdo dos analitos, i.e. Cu em mexilh&o,
Mn em frutos do mar, Cd em frutas e legumes secos e Zn em carne’%’L74 A (nica
excecdo desse procedimento de deteccéo foi a quantificacdo de Cd e Pb em mexilh&o,
que precisou de uma etapa de pré-concentracdo para posterior quantificacdo dos
analitos por FAAS’?. Em todos os procedimentos as concentracdes dos analitos
determinados em CRMs apresentaram boa concordancia com os teores certificados.

Esses sistemas em fluxo supracitados tém como desvantagem 0 uso
uma MCC que precisa ser repetidamente empacotada a cada réplica da amostra®®-74,
Além disso, nesse tipo de sistema a amostra € mantida em repouso, enquanto a
solucdo extratora flui através da amostra, o que implica que as concentracbes dos
analitos sdo diferentes em cada fracdo do extrato devido ao efeito de dispersao. Isso
exige que toda porcdo do extrato seja homogeneizada ou inteiramente direcionada
para o sistema de deteccdo com o intuito de obter resultados exatos!®®. Ademais,
foram realizadas quantificacdes monoelementares®®-"# e, em alguns casos, foram
necessarias etapas de pré-concentracédo’>’® ou foram realizadas quantificacées off-
line®°.

Uma alternativa a essas desvantagens é a aplicacdo de sistemas de
extracao fluxo-batelada. Como ndo ha dispersdo da amostra na solucao carregadora
ndo ha a necessidade de homogeneizar o extrato ou quantificar todo volume do
extrato, além de aumentar a intensidade do sinal analitico que é similar aqueles
obtidos em procedimentos em batelada’®. Essa abordagem permite combinar as
vantagens das técnicas em fluxo, batelada e multicomutadas e, além disso, o
acoplamento com equipamentos convencionalmente aplicados em procedimentos
analiticos’®’’. Nesses sistemas, parametros como a etapa de limpeza, as vazdes
aplicadas e os diametros internos e comprimentos das tubulagées sdo menos criticos
quando comparados aos sistemas em fluxo convencionais’’. Entretanto, ndo ha
sistemas de extracdo fluxo-batelada reportados na literatura que sejam aplicados a
determinacdo multielementar em amostras de tecidos vegetais e animais. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar a aplicabilidade de um

sistema de extracao fluxo-batelada para determinacdo de macro e micronutrientes em
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tecidos vegetais e animais por ICP OES. Busca-se o desenvolvimento de um sistema
de extragao fluxo-batelada que apresente baixo custo, simples confeccéo e operagao

e aplicabilidade para analises de rotina.

6.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste capitulo foram:

v' Desenvolver e avaliar a aplicabilidade um sistema de extracdo fluxo-
batelada para a determinacdo on-line de macro e micronutrientes em
tecidos vegetais e animais por ICP OES.

v Avaliar alternativas que viabilizem a execucao da extracao e determinacdo
on-line com acoplamento eficiente entre o sistema de extracdo fluxo-
batelada e o sistema de nebulizacdo pneumatica visando garantir
determinacdes precisas e exatas.

v' Otimizar as condicfes para o preparo das amostras no sistema de extracdo
fluxo-batelada;

v Avaliar a precisdo e exatiddo do método otimizado comparando-se o0s
teores determinados em fluxo com os teores obtidos por digestéo assistida
por radiacdo micro-ondas em frascos fechados Capitulo 3 (t6pico 3.4.1 -

Caracterizacdo das amostras sélidas, pg.30);

6.3 - MATERIAIS E METODOS

6.3.1 - Equipamentos e aparatos

Os analitos foram quantificados por um ICP OES de dupla visualizacéo
(iCap 6500 Duo, Thermo Scientific, EUA) com nebulizador concéntrico e camera de
nebulizacao ciclonica nas analises off-line, e com nebulizador do tipo ranhura em V e
camara de nebulizacdo ciclénica de duplo passo para as andlises on-line. A tocha
utilizada no equipamento foi uma tocha de quartzo com tubo central de 2,0 mm de
didmetro interno. Uma poténcia de radiofrequéncia de 1,15 kW e vazdes de gas
externo, intermediario e de nebulizacdo de 12; 0,5 e 0,70 L min-, respectivamente,
foram utilizadas para as determinacbes mutielementares. As seguintes linhas de
emissao (nm) na visdo axial foram usadas para quantificagdo dos micronutrientes: Ba
455,404(11), Cu 324,754(1); Fe 238,204(ll); Mn 257,611(ll); Sr 407,771(ll) e Zn
213,856(l), sendo | e 1l linhas atdbmicas e ibnicas, respectivamente. Para as
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determinacdes dos macronutrientes as seguintes linhas de emissédo (hm) na visao
radial foram utilizadas: K 766,491(l); Mg 280,270(ll) e Na 589,592(l). Para a
quantificacdo de calcio foi utilizada a linha i6nica de Ca 317,933 nm, que foi
monitorada nas posicdes axial e radial para tecidos animais e vegetais,
respectivamente. Escéndio foi utilizado como padrao interno, sendo a linha ibnica de
424,683 nm selecionada para as medidas em ambas as visdes. A purificacdo do &cido
nitrico foi realizada no sistema de destilacdo de &cidos Distillacid™ BSB-939-IR
(Berghof, Eningen, Alemanha), enquanto o acido cloridrico foi realizado no sistema de
destilacdo de acidos DUOPUR (Milestone, Sorisole, Italia).

Na avaliagdo do efeito do método de agitacdo sobre a eficiéncia de
extracdo foram testados (1) um banho de ultrassom (AquaWave 9374, Barnstead|Lab-
Line, Alemanha) com tanque de 2,75 L (29,8 cm x 13,9 cm x 10 cm), frequéncia de
50/60 Hz e poténcia de 240 W, (2) uma bomba de ar de aquério (A 230, Big Air Super
Pump, China) com que proporcionava uma vazao de ar 1,5 mL min, e (3) um agitador
magnético (752A, Fisatom, Brasil) com rotacdo de 120 a 1800 rpm e aquecimento de
50 a 360 °C. Uma bomba peristaltica horizontal (IPC Model 78001-12, Ismatec, Suica)
com oito canais foi utilizada para propulsdo da solugéo extratora e/ou sucg¢ao do
fitrado do meio reacional. Haste, garras e pincas metalicas foram utilizadas na
montagem do sistema de extracdo em fluxo-batelada. O reator utilizado no sistema de
extracdo fluxo-batelada foi construido com um tubo Falcon® de 50 mL e com duas
tampas perfuradas. Uma foi utilizada para a introdug&o do extrator no reator e a outra
para filtracdo do extrato, sendo essas alternadas durante o procedimento. Os filtros
utilizados foram confeccionados com tecido de algoddo de malha grossa ou de tecido
nao tecido (TNT) fixados na extremidade de maior diametro de uma ponteira 100 L,

para extracfes com tecido vegetal e animal, respectivamente.

6.3.2 - Reagentes e amostras

As extracOes foram realizadas com 4cidos destilado abaixo do ponto de
ebulicdo (HNOs e HCI), surfactantes Triton X-100 de alta pureza (Acros Organics,
Thermo Fisher Scientific, EUA) e agua desionizada (18 MQ cm, Milli-Q Direct 8,
Millipore, EUA). As curvas analiticas de calibracdo foram preparadas a partir de
solugbes padrdao monoelementares (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Suica) de
1000 mg Lt em HNOs 3% (V V1) para Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Sc, Sr e Zn, e
solucdes padrédo de Ca, K e Na de 10000 mg Lt em HNOs 3% (V V). A faixa linear
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das curvas de calibracdo de Ca, K e Na foram ajustadas de acordo com a
concentrag&o dos extratos de tecidos animais e vegetais.

As amostras de tecidos vegetais e animais utilizadas neste trabalho
foram amostras de espinafre e folhas de laranjeira e tomateiro, figado bovino, musculo
bovino e camarao, sendo que espinafre e figado bovino foram selecionados para o
ajuste dos parametros do procedimento de extragdo. Também foram utilizados CRMs
na avaliacdo do procedimento desenvolvido, sendo esses: espinafre (NIST 1570a),
folnas de macieira (NIST 1515), folhas de tomateiro (NIST 1573a), folhas de
pessegueiro (NIST 1547), figado bovino (NIST 1577b) e musculo bovino (NIST 8414).

6.3.3 - Preparo das amostras
As amostras de tecidos animais e vegetais foram preparadas conforme
descrito no Capitulo 3 (tépico 3.3.3 - Preparo de amostras, pg. 27), sendo essas
armazenadas em frascos de polietileno. Os frascos utilizados nos experimentos e
armazenamento das amostras foram cuidadosamente lavados e desmineralizados em
banho de &cido nitrico 10% (V V1) por 24 h.

6.3.4 - Avaliacéo da técnica de agitagcéo

Trés técnicas de agitacdo foram avaliadas: (1) agitacdo mecanica com
barra magnética com emprego de um agitador magnético, (2) borbulhamento da
suspensao com ar usando uma bomba de aquério, e (3) banho de ultrassom no qual
o reator foi imerso até o nivel da solucdo dentro do frasco. Os experimentos foram
realizados com 50 mg de figado bovino ou folhas de espinafre e 10 mL de HCI 1 ou
8% (V V1), respectivamente. As suspensdes foram mantidas sobre agitagédo constante
por 5 min sob temperatura ambiente. Apés a etapa de extracdo as suspensdes foram
filtradas utilizando papel de filtro quantitativo (faixa azul). As determinacdes foram

realizadas off-line por ICP OES.

6.3.5 - Otimizacdo dos parametros de extracéao
ApoOs avaliagdo dos reatores e filtros, o sistema com melhor desempenho
foi aplicado nos estudos da velocidade de extracdo em diferentes acidos e/ou misturas
acidas. As solucgdes extratoras aplicadas nos estudos cinéticos em folhas de espinafre
foram HCI, HNO3 e agua régia, todas em concentracdo de 8% (V V1), enquanto nos
estudos cinéticos em figado bovino foram HCl e HNOs ambas a 1% (V V1) e HCI
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1% (V V1) com Triton X-100 0,1% (m V-1). Em todas essas solucdes extratoras utilizou-
se Sc como padrdo interno na concentracéo de 0,1 mg L para as determinacdes por
ICP OES. Os tempos avaliados na cinética de extracao para todos extratores foram
0,5; 1, 2, 4, 8 e 16 min. Antes da etapa de filtracdo, os filtros foram descontaminados
com uso de solucao de limpeza contendo a mesma solucdo &cida e/ou mistura e a
concentragdo aplicada nos estudos cinéticos. Os experimentos foram realizados sob
temperatura ambiente, com 50 mg de figado bovino e folhas de espinafre €10 mL de
solucéo extratora.

A proporgdo massa de amostra e volume de extrator foi o segundo
parametro avaliado. Nesse caso, o0 volume da solugao extratora foi mantido constante
em 10 mL, enquanto que as massas de amostra estudadas foram: 50, 100, 150 e 200
mg em folhas de espinafre e 25, 50, 75, 100 e 150 mg para figado bovino. A faixa
avaliada foi limitada a massa maxima que podia ser utilizada sem causar entupimento
dos filtros. Os experimentos foram conduzidos utilizando as solugcbes extratoras de
HCIl 1 e 8% (V V1) para figado bovino e folhas de espinafre, respectivamente. O
terceiro parametro estudado foi o efeito da concentracéo das soluc¢des de HCI, 4, 6,
8, 10 e 12% (V V1) para folhas de espinafre e 0,1, 0,5, 1, 2 e 4% (V V1) para figado
bovino. Utilizaram-se solu¢gdes com concentra¢cées mais baixas de HCI nas extracoes
de figado bovino, pois com aumento da acidez da solucéo extratora ha a diminuicéo
da dispersdo da amostra no meio devido a presenca de gordura na amostra. Nesses

experimentos foram utilizados 50 mg de amostra e 10 mL da solucao extratora.

6.3.6 - Avaliacdo do desempenho do sistema de extracao fluxo-

batelada

O procedimento desenvolvido para a determinacdo de macro e
micronutrientes em folhas de espinafre e figado bovino nos experimentos anteriores
foi aplicado a outras amostras de tecidos vegetais e animais: folhas de laranjeira e
tomateiro, musculo bovino e camardo, bem como a CRMs de folhas de espinafre
(NIST 1570a), folhas de macieira (NIST 1515), folhas de tomateiro (NIST 1573a),
folhas de pessegueiro (NIST 1547), figado bovino (NIST 1577b) e musculo bovino
(NIST 8414). Os experimentos foram realizados sob temperatura ambiente e com
agitacdo constate durante 4 min e 10 mL de HCI 4 ou 8% (V V1) para 50mg de amostra
e CRMs de tecido animais e vegetais, respectivamente. A filtracao foi realizada com

uma bomba peristaltica e as determinacdes off-line por ICP OES. Nesse estudo foram
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comparados os teores determinados pelo sistema de extragéo fluxo-batelada e pela
digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados das amostras ou

com os teores certificados dos CRMs

6.3.7 - Determinac¢des on-line por ICP OES

O diagrama de funcionamento do sistema de extracdo fluxo-batelada

para as medidas on-line no ICP OES é apresentado na FIGURA 6.3.7.1.

A BP
HNO, 1% (v/v) — ICP OES

BP
ON
ON
ON
v EON

BP
AM HNO, 1% (viv) — —F ICP OES

HNO; 1% (v/v) — ICP OES

BP

OFF -
. EEEa
FIGURA 6.3.7.1 - Diagrama do sistema de extracdo fluxo-batelada com determinacgéo
on-line por ICP OES. A: Etapa de extracao, limpeza do filtro e leitura do branco, B:
Etapa de filtracdo e leitura do extrato, |: Etapa de troca de filtro ou frasco reacional,

BP: bomba peristéltica, SE: solu¢cédo extratora, AM: agitador magnético, ON: ligado e
OFF: desligado.

Na Etapa A foi introduzida 10 mL da solugédo extratora de HCl 4 e
8% (V V1) no reator sob uma vazédo de 2,5 mL min! por 4 min para as amostras de
tecidos animais e vegetais, respectivamente. Antes da etapa de extracdo e
determinacao on-line por ICP OES, foram pesadas nos reatores 50 mg das amostras
ou CRMs, sendo adicionado 100 pL de Sc 10 mg L* antes de cada extracdo. Durante
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toda etapa de adicdo do extrator no reator o agitador magnético foi mantido ligado
para garantir maxima homogeneiza¢do da solucdo e contato entre amostra e a
solucéo extratora. Em paralelo a etapa de extracao foi realizada a limpeza do filtro e
a leitura do branco, sendo esses processos realizados em um frasco adicional
contendo uma solucéo de HCI 4 ou 8% (V V') com Sc 0,1 mg L, para amostras de
tecidos animais e vegetais, respectivamente. O volume inicial do branco analitico foi
descartado antes das medidas dos sinais de emissdo, uma vez que a parte inicial da
solucéo de limpeza filtrada poderia conter altas concentragdes de alguns analitos e
gerar altos valores de brancos analiticos.

Para a filtracao foi utilizada uma segunda bomba peristaltica, que para
as determinacfes on-line por ICP OES foi usada a propria bomba peristaltica do
equipamento. Nas medidas on-line utilizou-se um injetor comutador do tipo 2-3-2, no
gual uma das entradas da algca de amostragem foi conectada ao filtro de extragéo.
Dessa maneira, quando o injetor era comutado para a posicao de amostragem, o
filtrado era enviado para o sistema de introducdo de amostras do equipamento. Na
Etapa B foi efetuada a quantificacdo de macro e micronutrientes do extrato filtrado. As
medidas foram iniciadas 70 s apés o inicio da etapa de filtracdo do extrato visando
garantir a chegada da solugcéo da amostra ao plasma. Nesse momento, o agitador
magnético foi mantido desligado para ndo entupir o filtro durante a analise. E
importante ressaltar, que o filtro somente entrou em contato com a suspensao
contendo a amostra e a solucdo extratora durante a etapa de filtragcdo para prevenir o
entupimento do filtro. Durante todo o procedimento a bomba peristéltica do ICP OES
foi mantida atuando sob uma vazédo constante de 1,0 mL min! e o injetor comutador
foi mantido na posicédo de introducéo do extrato, possibilitando que os filtrados fossem
enviados diretamente ao plasma de argbnio. Na etapa |, denominada como etapa
intermediaria, o injetor comutador foi comutado para a posi¢ao inicial, introduzindo
uma solucédo de HNOs 1% (V V1) no ICP OES, com o intuito de evitar a entrada de ar
no sistema e promover a limpeza da camera de nebulizacdo entre as sucessivas
introducgdes dos extratos filtrados.

O procedimento desenvolvido foi aplicado para a determinacéo de macro
e micronutrientes nas amostras de espinafre, folhas de laranjeira e tomateiro, figado
bovino, masculo bovino, camardo e CRMs de folhas de macieira (NIST 1515) e figado
bovino (NIST 1577b). Todas as condicbes adotadas no experimento anterior foram

utilizadas, com excecdo da massa de amostra nos experimentos com tecidos
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vegetais, que foi de 10 mg para obter as concentragdes dos macronutrientes na regiao
daregiéo linear de calibracao utilizando o nebulizador com ranhura em V. As excec¢des
foram as determinac6es de Cu em todas as amostras de tecidos vegetais, de Zn em
folhas de macieira (NIST 1515) e folhas de tomateiro, de Ba em folhas de macieira
(NIST 1515) e folhas de espinafre e de Fe em folhas de macieira (NIST 1515), para
as quais as concentracdes ficaram abaixo do LOD e, assim, as extracées foram

realizadas com 50 mg de amostra para a determinacao desses elementos.

6.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

6.4.1 - Avaliacéo da eficiéncia da técnica de agitacao

As técnicas de agitacdo avaliadas neste trabalho foram agitacao
mecanica, borbulhamento com ar e sonicacdo, sendo os resultados apresentados na
FIGURA 6.4.1.1. De modo geral, as trés técnicas de agitacdo apresentaram
capacidades similares de extracado de macro e micronutrientes em folhas de espinafre
e figado bovino. As excecBes foram Ba, Fe e Zn em folhas de espinafre, que
apresentaram eficiéncias de extracao inferiores quando usando borbulhamento com
ar, e Ca e Fe em figado bovino que apresentaram, maiores eficiéncias de extracao
usando borbulhamento e ultrassom, respectivamente. Essa similaridade na eficiéncia
de extracdo pode estar relacionada ao pequeno tamanho de particula das amostras,
na qual 50% das particulas tém tamanhos de até 29 e 35 um para figado bovino e
folhas de espinafre (Capitulo 3, tépico 3.4.1 - Caracterizacdo das amostras soélidas,
pag. 30), respectivamente. Assim, as amostras apresentam uma grande area
superficial para contato com a solugdo extratora, facilitando a mobilizacdo dos
elementos facilmente extraiveis presentes na amostra. Os resultados relativamente
melhores para a sonicacao podem ser explicados pelo efeito de cavitacdo da amostra,
levando a um aumento da interacao entre a particula sélida e a solucéo extratora.
Apesar desse ligeiro ganho na eficiéncia da extracdo pela sonicacéo, a agitacéo
mecanica com barra magnética foi selecionada para a realizagcdo dos futuros

experimentos com o objetivo de simplificar o sistema de extracdo fluxo-batelada.
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FIGURA 6.4.1.1 - Eficiéncia de extragdo de macro e micronutrientes em (a) folhas de
espinafre e (b) figado bovino com diferentes técnicas de agitacao.

6.4.2 - Otimizacdo dos parametros de extracao

A primeira avaliacdo realizada foi a cinética de extragcdo de macro e
micronutrientes em folhas de espinafre usando diferentes solucdes extratoras (HCI,
HNO3 e agua régia 8% (V V). As eficiéncias de extragdo obtidas estdo apresentadas
na FIGURA 6.4.2.1. As trés solucdes extratoras avaliadas apresentaram capacidades
similares para a extracdo de macro e micronutrientes nas folhas de espinafre, assim
como a cinética de extragcéo de cada elemento foi similar para as diferentes solugfes
acidas. Dentre as trés solucbes acidas avaliadas nas extracbes em folhas de
espinafre, os melhores resultados foram obtidos com HCI 8% (V V1), que apresentou
as melhores eficiéncias de extracdo para Ca, Cu, Mn, Sr e Zn, enquanto os melhores
resultados para Ba, Fe e Na foram obtidos com HNO3z 8% (V V1) e para K com agua

régia 8% (V V?1). As eficiéncias de extracdo de Mg foram similares para HCI
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8% (V V1) e HNO3 8% (V V1), e os altos teores para esse elemento com agua régia
pode ser decorrente de contaminacdo durante a extracdo. A cinética de extracdo
variou entre os elementos estudados, sendo que o0s tempos avaliados néo
influenciaram as eficiéncias de extracdo de Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn na maioria
das solucbes &cidas, porém, as eficiéncias de extracdo de Ca, Sr e Ba foram
influenciadas pelo tempo de extragdo. A extracdo de Fe pode ser considerada
ineficiente em todas as condicbes avaliadas, pois esse elemento se encontra
fortemente ligado a matriz e mesmo intervalos de tempo maiores que aqueles
avaliados ndo seriam eficientes para a extragcdo desse elemento, assim seria
necessario o uso de um método mais drastico para disponibilizagdo desse analito

como a digestao acida.
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FIGURA 6.4.2.1 - Cinética de extracdo de macro e micronutrientes em folhas de
espinafre com diferentes solucdes acidas, A: HCI 8% (V V1), B: HNO3 8% (V V1) e C:
Agua Régia 8% (V V7).

De modo geral, o intervalo de tempo de 4 min foi suficiente para
promover a extracdo da maioria dos os macro e micronutrientes em folhas de
espinafre, com excecéo do Fe. Considerando-se que os melhores resultados obtidos
foram atingidos no tempo de extracdo de 4 min utilizando a solu¢édo acida de HCI
8% (V V1), essas variaveis foram escolhidas para realizagdo dos estudos
subsequentes em folhas de espinafre.

Em seguida foi avaliada a cinética de extracdo de macro e
micronutrientes em figado bovino usando HCI 1% (V V1), HNOs 1% (V V1) e HCI
1% (V V1) + Triton X-100 0,1% (m V1) e as eficiéncias de extracdo sdo apresentadas

na FIGURA 6.4.2.2. As melhores eficiéncias de extracdo foram alcancadas com uso
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de HCI 1% (V V1) e HCI (V V1) + Triton X-100 0,1% (m V1), que apresentaram
capacidades similares de extracdo de macro e micronutrientes em figado bovino. A
cinética de extracao foi mais lenta quando foi utilizado HNO3 1% (V V1), com excegéo
de K e Na nos quais as eficiéncias de extracdo se estabilizaram em 4 min, e Zn em 8
min. Para os demais elementos a estabilidade da eficiéncia de extracdo nao foi
atingida em tempos de até 16 min. A adicdo de Triton X-100 a solu¢do de HCI
1% (V V1), acelerou a velocidade de extracédo de alguns elementos (Mg, Mn e Na),
uma vez que o surfactante aumentou a dispersdo da amostra em solucéo. Entretanto,
como observado no uso de somente HCl 1% (V V1) a maioria dos elementos
necessitam de 4 min para atingirem a eficiéncia de extragdo méaxima na combinacgéo
de HCI 1% (V V1) + Triton X-100 0,1% (m V-1). Nesse sentido, a melhor mistura acida
avaliada foi HCI 1% (V V1), que atingiu adequadas eficiéncias de extracdo em 4 min
e gerou melhores brancos analiticos por utilizar somente um reagente, sendo essas

condicdes aplicadas nos proximos experimentos com figado bovino.

118



Eficiéncia da extragio (%)

120%

100% A

80%

60% -

40%

20% -

0%

10 16

—=—Ca

—+—Cu

—&—Fe

Fficiéncia da extracio (%)

120%

100% -

80%

60% -

40%

20% -

0%

—=—Ca

—+—Cu

—&—Fe

Eficiéncia da extragio (%)

C

120%

100% -

80%

60% -

40% -+

20% A

0%

iS5

gt

0

10 12 14 16

Tempo (min)

2 4 6 8

—=—Ca

—+—Cu

—&—Fe

K

FIGURA 6.4.2.2 - Cinética de extracdo de macro e micronutrientes em figado bovino
com diferentes solucdes acidas, A: HCI 1% (V V1), B: HNO3 1% (V V1) e C: HCI

1% (V V1) + Triton X-100 0,1% (m V-1).

Apbs avaliacdo da solucdo acida e do tempo de extracdo, a proporcao
massa de amostra e volume de extrator foi avaliada. A massa foi variada de 50 a 200
mg para folhas de espinafre e de 25 a 150 mg para figado bovino e o volume foi fixado

em 10 mL. Nao foram avaliadas massas maiores de amostras devido entupimento dos

119




filtros durante a etapa de filtracdo. De acordo com a FIGURA 6.4.2.3 n&o houve uma
variacao significativa nas eficiéncias de extracdo de Fe e Mg em ambas as amostras,
Ba em folhas de espinafre, e K e Na em figado bovino na regido de massas avaliada.
Entretanto, houve a diminuicdo das recuperacdes de Ca, Cu e Zn em ambas as
amostras. Além disso, a diminuicdo das recuperacdes de Mn e Sr e 0 aumento das
recuperacoes de K e Na em folhas de espinafre.
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FIGURA 6.4.2.3 - Efeito da massa de amostra na eficiéncia de extracdo de macro e
micronutrientes em (a) folhas de espinafre e (b) figado bovino.

Outro fator considerado para a escolha dessa proporc¢ao foi a eficiéncia
de filtracdo dos extratos. Nesses experimentos observou-se a reducdo na vazao do
filtrado durante a andlise quando a massa de amostra foi aumentada, favorecendo o
entupimento do filtro para massas maiores que 100 e 150 mg para figado bovino e
folhas de espinafre, respectivamente. Isso inviabilizaria a quantificacdo on-line dos
macros e micronutrientes por ICP OES. Assim, a propor¢cdo de massa de amostra e
volume de solucéo extratora foi fixada em 50 mg de amostra para 10 mL de solucdo
extratora, almejando melhores eficiéncias de extracdo, garantindo a determinacao de
micronutrientes e viabilizando a quantificacdo on-line de macro e micronutrientes em
ambas as amostras por ICP OES.

O ultimo parametro avaliado foi a concentracao da solucao extratora de
HCI, que foi variou de 4 a 12% (V V1) e 0,1 a 4% (V V1) para folhas de espinafre e
figado bovino, respectivamente (FIGURA 6.4.2.4). Trabalhou-se com uma
concentracdo mais baixa de HCl| para a amostra de figado bovino, uma vez que

ocorreu uma menor solubilizagdo da amostra em solucdo com o aumento da

120



concentracdo do acido. Nas extracdes para folhas de espinafre a concentracéo de HCI
nao apresentou efeito significativo sobre as eficiéncias de extracéo de Ba, Cu, Fe, Mn
e Na dentro da faixa avaliada. Entretanto, o aumento na concentracdo de HCI
favoreceu a extracdo de Ca, mas reduziu as concentra¢cdes extraidas de K, Mg e Zn.
Enquanto que em figado bovino ndo houve efeito significativo da concentragdo do
acido na eficiéncia de extracdo da maioria dos elementos, exceto para Cu e Fe para
0S quais a eficiéencia de extracdo aumentou. Outro fator importante € que nas
extracdes utilizando HCI 0,1% (V V1), apesar da melhor solubilizagdo da amostra
aparentemente também houve a solubilizagdo de uma maior quantidade de
compostos organicos sollveis, que pode ser observado pela obtencdo de extratos
cada vez mais turvos e devido ao entupimento dos filtros durante a extracdo. Nesse
sentido, os experimentos subsequentes com folhas de espinafre foram realizados
utilizando a concentracdo de HCI 8% (V V1), que foi a condicdo intermediaria avaliada,
que é uma condicdo de compromisso que garante extracfes quantitativas para a
maioria dos macros e micronutrientes avaliados. Além disso, essa concentracdo é
equivalente a concentracdo molar de 0,1 mol L, que estd de acordo com aquela
recomendada por MIYAZAWA et al.#’. Nas extracdes em figado bovino selecionou-se
a solugéo HCI 4% (V V1), que garantiu uma boa eficiéncia de extragdo para a maioria
dos elementos, com excecdo do Fe, com aparente baixa solubilizacdo de compostos
organicos, que implicariam em maior frequéncia de entupimento do filtro e maior carga

de carbono no plasma.
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FIGURA 6.4.2.4 - Efeito da concentracdo do HCI na eficiéncia de extracdo de macro
e micronutrientes em (a) folhas de espinafre e (b) figado bovino.
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Neste sentido, as condi¢bes ideais para a extracdo de macro e
micronutrientes em folhas de espinafre e figado bovino foram o uso de 50 mg de
amostra, 10 mL de HCI 8 e 4% (V V1), respectivamente, sob agitacdo constante por
4 min sob temperatura ambiente. Essas condi¢des foram utilizadas para avaliacdo do
método de extracao fluxo-batelada em outras amostras e CRMs de tecidos vegetais e

animais.

6.4.3 - Avaliagcdo do desempenho do sistema de extragao fluxo-

batelada

As caracteristicas analiticas do procedimento otimizado no sistema de
extracdo fluxo-batelada foram comparadas com aquelas dos procedimentos de
extracdo em batelada propostos na literatura (TABELA 6.4.3.1). Na TABELA 6.4.3.1
nao foram apresentados métodos de extracdo assistido por ultrassom ou radiacao
micro-ondas, uma vez que essas nao foram aplicadas no sistema de extracdo fluxo-
batelada. Ademais, ndo sdo apresentados resultados para extragdo em amostras
sélidas de tecido animal, uma vez que nado foram encontradas propostas de simples
extracbes acidas para analise de macro e micronutrientes. A realizacdo do
procedimento de extracdo no sistema de extracéo fluxo-batelada reduziu o consumo
de amostra e reagentes e, consequentemente, a geracdo de residuos. O
procedimento proposto apresentou o0 menor tempo de extracdo o que implica em
aumento da frequéncia analitica. Além disso, no sistema de extracéo fluxo-batelada
todo o processo foi realizado sob temperatura ambiente, enquanto aquecimento foi
aplicado durante a digestdo. Todas essas vantagens presentes no sistema de
extracao fluxo-batelada estdo de acordo com o0 que é proposto nos sistema fluxo-
batelada e com os principios da Quimica Analitica Verde. E importante enfatizar que
nesse sistema ndo ha consumo de energia elétrica como nos métodos de extracao
em fluxo reportados na literatura®-"# e o consumo de reagentes foi diminuido quando
comparado aos procedimentos de digestdo em fluxo e batelada apresentados nas
discussdes do Capitulo 4 (topico 4.4.4 - Aplicacdo do sistema de digestdo em fluxo no
preparo das amostras de tecido animal e vegetal, pg. 61) aplicado para amostras de

tecidos animal e vegetal.

122



TABELA 6.4.3.1 - Caracteristicas analiticas da extragéo fluxo-batelada e em batelada
no preparo de amostras solidas de tecido foliar.

. Massa ~ Tempo Temperatura
Analito Solucao extratora . Ref.
(mg) ¢ (min) (°C)
Ca, Cu, K, 15 mL de HCI 3 mol L
Mg, Mn e Zn 2000 ou HNOz de 3 mol L* 15 50 52
Ca, Ke Mg 100 50 mL de HCI 0,5 mol L 15 30 53
Ca, Cu, K, 500 25 mL de HCI 1,0 molLt? 65 80 47
Mg, Mn e Zn
Ba, Ca, Cu, K,
Mg, Mn, Na, 50 10 mL de HCI 1,0 mol L? 4 amb. prop.
Sre Zn

Siglas: amb. - temperatura ambiente, Ref. - Referéncias bibliogréficas e Prop. - sistema proposto.

Inicialmente o desempenho do sistema foi avaliado pela extracdo de
macro e micronutrientes em quatro CRMs de tecidos vegetais e dois de tecidos
animais, sendo esses: folhas de espinafre (NIST 1570a), folhas de macieira (NIST
1515), folhas de tomateiro (NIST 1573a), folhas de pessegueiro (NIST 1547), figado
bovino (NIST 1577b) e musculo bovino (NIST 8414). Os LODs na extracao fluxo-
batelada off-line foram 0,2; 28; 0,1; 1; 11; 25; 0,01; 45; 0,1 e 21 mg kg para Ba, Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn nas analises em tecidos vegetais e 1; 0,1; 11; 0,2; 1,
2; 2;0,05; 1; 0,5 e 16 mg kg* para As, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn nas
analises em tecidos animais. A frequéncia analitica atingida durante as extracdes
fluxo-batelada com deteccéo off-line foi de 7,5 extracdes por hora. Os teores de macro
e micronutrientes determinados, os teores certificados e as eficiéncias de extracdo
alcancadas estdo apresentados na TABELA 6.4.3.2 para os CRMs de tecidos vegetais
e na TABELA 6.4.3.3 para os CRMs de tecidos animais.
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TABELA 6.4.3.2 - Avaliacao da extracdo fluxo-batelada com CRMs de tecidos vegetais
usando determinacéo off-line por ICP OES, valor médio * incerteza, n = 3 e intervalo
de confianca de 95%.

Teor Extracao Eficiéncia de
CRM Elemento Certificado  fluxo-batelada extracdo (%)
Ca (%) 1,527 £ 0,041 1,42 + 0,04 93
Cu(mgkg?l 12,2+0,6 10,1+ 0,5 83
Folhas de K (%) 2,903 = (2,052 2,7+0,1 94
espinate Mg (%) 0,89 0,79 + 0,03 89
NIST 15708 MN(Mgkg?) 75919 7242 95
Na (%) 1,818 +0,043 1,67 +0,05 92
Sr(mgkgl)  556+0,8 42+1 76
Zn (mg kg?) 82+3 69+6 84
Ba (mg kg?) 49 +2 47 +1 96
Ca(%)  1526+0,015 1,27 +0,04 83
Cu(mgkgl) 5,64+0,24 57+0,2 102
Fe (mg kg?) 83+5 26+ 2 31
an)g]cail:i:jae K (%) 1,61 + 0,02 1,43 + 0,04 89
NIST 1515 Mg (%)  0,271+0,008 0,24 +0,01 88
Mn (mg kg?) 54 +3 52 +2 96
Na (mg kg?) 244 +1.2 55+ 2 225
Sr (mg kgt 25 + 2 16,8+ 0,5 67
Zn (mg kg?) 125+0,3 12+£2 97
Ba (mg kg?) 63" 54 +2 86
Ca (%) 5,05 + 0,09 43+0,1 85
Cu(mgkgl) 4,70+0,14 5+0,1 106
Fe (mg kg?) 368 +7 37+4 10
fgg‘:tselfg K (%) 2,70 £0,05 25+0,1 91
NIST 15738 Mg (%) 1,2 0,98 + 0,03 81
Mn (mg kg 246 + 8 233+ 7 95
Na (mg kg?) 136+ 4 195+ 19 143
Sr (mg kg?) 85" 68 + 2 80
Zn (mg kg?) 30,9+0,7 19+4 60
Ba (mg kg™ 124 + 4 120 £ 4 97
Ca (%) 1,56 + 0,02 1,34 + 0,04 86
Cu(mgkgl)  3,7+0/4 4,1+0,1 110
Fe (mg kg?) 218+ 14 73+8 33
ng'SZZSUgﬁO K (%) 2,43 + 0,03 22+0,1 01
NIST 1547 Mg (%)  0,432+0,008 0,37 0,01 86
Mn (mg kg?) 98 +3 96 + 3 98
Na (mg kg?) 24+ 2 45 + 18 190
Sr (mg kg™?) 53+4 44 + 1 83
Zn(mgkgd)  17,9+04 16 + 3 88

*: teor informativo ndo certificado.

Os teores de Fe, Na, Sr e Zn determinados nos extratos dos CRMs de

tecidos vegetais ndo estdo de acordo com os teores certificados para todos os CRMs

avaliados (TABELA 6.4.3.2). Isso ja era esperado para a determinacao de Fe, devido

as baixas eficiéncias de extracdo alcancadas durante a etapa de otimizagédo. Porém,
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isso nao reflete o comportamento esperado para as determinacdes de Na e Sr. Nas
quantificacdes dos teores de Na nos extratos dos CRMs, com excecéo das folhas de
espinafre (NIST 1570a) que apresentam um alto teor de Na, ndo foi possivel
determinar com boa exatiddo os teores desse analito, uma vez que 0s teores estao
abaixo ou préximo ao LOD (45 mg kg™). Boas eficiéncias de extracdo de Sr sé foram
alcancadas para as folhas de tomateiro (NIST 1573a) e folhas de pessegueiro (NIST
1574), porém foram menores que 80% para folhas de espinafre (NIST 1570a) e folhas
de macieira (NIST 1515). Para Zn os teores determinados estdo de acordo com 0s
teores certificados para as folhas de espinafre (NIST 1570a), folhas de macieira (NIST
1515) e folhas de pessegueiro (NIST 1574), enquanto a eficiéncia de extracdo foi de
60% para as folhas de tomateiro (NIST 1573a).

Nos CRMs de tecidos animais os teores de Ca, K, Mg, Na e Zn estdo de
acordo com os teores certificados nos dois materiais, sendo que as eficiéncias de
extracao variaram de 82 a 97% para esses elementos (TABELA 6.4.3.3). Entretanto,
0 mesmo nao ocorreu para as determinacdes de Cu e Mn em musculo bovino (NIST
8414), uma vez que as concentracdes desses elementos estavam proximas aos LODs
que foram de 0,2 e 0,05 mg kg™ para Cu e Mn, respectivamente. Além disso, nédo foi
possivel realizar determinacdes exatas de Fe em ambos os CRMs de tecido animal,
uma vez que esse elemento ndo pbéde ser eficientemente extraido em todas as
amostras avaliadas por estar fortemente ligado a matriz e exigir condicdes mais

drasticas para disponibilizagdo em solugéo.
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TABELA 6.4.3.3 - Avaliacao da extragao fluxo-batelada com CRMs de tecidos animais
usando determinacéo off-line por ICP OES, valor médio * incerteza, n = 3 e intervalo
de confianca de 95%.

Teor Extracao Eficiéncia de

CRM Elemento Certificado  fluxo-batelada extracdo (%)
Ca (mg kg?) 116+ 4 113+ 16 97
Cu (mg kg?) 160 +8 150 + 7 94
Figado Fe (mg kg™) 184 + 15 43+6 24
bovino NIST K (%) 0,994 + 0,002 09+0,1 92
1577b Mg (mg kg?) 601 + 28 558 + 40 93
Mn (mg kg?) 10,5+1,7 9,0+£0,3 85
Na (%) 0,242 + 0,006 0,20 +£0,01 82
Zn (mg kg™?) 127 £ 16 108 + 4 85
Ca (mg kg?) 145+ 20 139+ 18 96
Cu(mgkg?l) 2,84+0,45 0,29 +£0,01 10
Misculo Fe (mg kg™) 71,2+9,2 37+3 53
bovine NIST K (%) 1,517 + 0,037 1,4+0,1 92
8414 Mg (mg kg?) 960 + 95 87772 91
Mn (mg kg') 0,37 £ 0,09 0,21+ 0,03 56
Na (%) 0,21 + 0,008 0,20 +0,01 94
Zn (mg kg?) 142 + 14 120+ 4 84

O desempenho do sistema de extracdo fluxo-batelada também foi
avaliado aplicando-se o procedimento desenvolvido para as amostras previamente
caracterizadas no (Capitulo 3, topico 3.4.1 - Caracterizacdo das amostras sélidas,
pag. 30). As concentracdes determinadas de macro e micronutrientes nos extratos de
tecidos vegetais estdo apresentadas na TABELA 6.4.3.4, juntamente com as
concentracbes determinadas por digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em

frascos fechados.
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TABELA 6.4.3.4 - Comparacéo da extracao fluxo-batelada e da digestdo em batelada
para folhas de espinafre, laranjeira e tomateiro, valor médio + incerteza, n = 3 e

intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Extracao Digestdo em  Eficiéncia de
fluxo-batelada micro-ondas extracédo (%)
Ba (mg kg?) 2,7+0,1 32+0,1 84
Ca (%) 1,64 £ 0,05 1,6+0,1 100
Cu (mg kg?) 6,8+0,2 76+0,2 90
Fe (mg kg™) 44 + 4 92+7 48
Folhas de K (%) 72+0,2 6,5+0,1 110
espinafre Mg (%) 1,35+ 0,04 1,2+0,1 109
Mn (mg kg™?) 137+ 4 129+ 4 106
Na (%) 0,43+0,01 0,37 £ 0,02 116
Sr (mg kg?) 93+3 105+ 3 89
Zn (mg kg?) 47 +2 51+2 90
Ba (mg kg?) 24 +1 23,4+0,3 103
Ca (%) 1,34 +£0,04 1,8+0,1 76
Cu (mg kg?) 6,2+0,2 58+0,2 108
Fe (mg kg?) 30+3 67,1+0,6 45
Folhas de K (%) 1,69 £ 0,06 1,83+ 0,05 92
Laranjeira Mg (%) 0,27 £ 0,01 0,286 £+ 0,004 96
Mn (mg kg?) 14,7+0,4 15,3+0,2 97
Na (mg kg?) 119+7 105+ 16 114
Sr (mg kg?) 48+ 1 58,2+ 0,5 83
Zn (mg kg?) 11+2 15+1 77
Ba (mg kg?) 74 +2 72+1 103
Ca (%) 3,3+0,2 3,8+0,2 86
Cu (mg kg?) 10,1+0,3 11,7+0,2 86
Fe (mg kg?) 64+5 206 + 11 31
Folhas de K (%) 34+0,1 2,78 £ 0,03 123
Tomateiro Mg (%) 0,46 = 0,01 0,45 £ 0,03 103
Mn (mg kg?) 73+2 70+1 104
Na (mg kg?) 404 + 15 480 + 14 84
Sr (mg kg?) 157 +5 173+6 91
Zn (mg kg?) 11+1 16,9+0,2 62

Os teores de Ba, Cu, Mg, Mn, Na e Sr determinados nos extratos estéao
de acordo com os teores determinados por digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas em frascos fechados, sendo que as eficiéncias das extracfes variaram de 83 a
116% (TABELA 6.4.3.4). Os teores determinados de Ca nas amostras de folhas de
espinafre e tomateiro estédo de acordo com os teores determinados por digestdo em
forno de micro-ondas, entretanto a eficiéncia de extracao foi de 76% para as folhas de
laranjeira. Com excec¢ao da amostra de folhas de tomateiro, que apresentou uma
eficiéncia de extracdo de 123%, os teores de K determinados nos extratos estao de
acordo com os teores nos digeridos. Como observado para os CRMs, e nos estudos

anteriores, ndo foi possivel alcancar boa eficiéncia de extracdo para o Fe e Zn, com
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excecao da determinacdo de Zn em folhas de espinafre cuja eficiéncia de digestao foi
90%. De modo geral, extracbes quantitativas também foram alcancadas para a
maioria dos elementos avaliados nas amostras de tecido animal como pode ser
observado na TABELA 6.4.3.5. Nessa tabela também séo apresentados os teores de
macro e micronutrientes determinados pelos dois procedimentos aplicados no preparo

das amostras.

TABELA 6.4.3.5 - Teores determinados de macro e micronutrientes por extracao fluxo-
batelada e digestao assistida por radiacdo micro-ondas para figado bovino, masculo
bovino e camaréo, valor médio + incerteza, n = 3 e intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Extracao Digestdo em  Eficiéncia de

fluxo-batelada micro-ondas extracado (%)
Ca(mgkg?l) 124 +12 146 + 5 85
Cu(mgkg?l) 246+ 44 253 + 8 97
Fe (mg kg?) 43+ 2 1635 26
Figado K (%) 0,9+0,1 0,98 + 0,04 89
bovino Mg (mg kg™?) 510 £ 61 545 + 16 93
Mn (mg kg?) 6+1 7,1+0,2 89
Na (%) 0,18 £ 0,01 0,19 £ 0,01 97
Zn (mg kg?) 101 + 10 109 + 3 93
Ca (mg kg?) 114 + 7 131+ 7 87
Cu(mgkg?l) 0,31+0,06 2,1+0,2 14
Musculo Fe (mg kg™) 311 60 + 2 51
bOVING K (%) 1,34 £ 0,05 1,34 £ 0,04 100
Mg (mg kg) 806 + 25 824 + 25 98
Na (%) 0,17 £ 0,01 0,19 £ 0,01 88
Zn (mg kg?) 122 +5 141 + 2 87
As (mg kg?) 11,7+0,5 12,3+0,5 96
Ba(mgkgl) 1,79+0,05 1,8 £0,2 101
Ca (%) 0,37 £ 0,02 0,38 £ 0,01 96
Cu(mgkgl)  3,9+02 5,7 +0,2 67
Fe (mg kg?) 3,3+0,5 311 11
Camaréo K (%) 0,25 % 0,02 0,28 £0,01 87
Mg (%) 0,20 + 0,02 0,19 £ 0,01 102
Mn (mg kg?)  7,2+0,3 7,7+0,2 94
Na (%) 1,9+0,1 1,9+0,1 100
Sr (mg kg™?) 53+2 57 +2 92
Zn (mg kg?) 48 + 4 48+1 100

Os teores de Ca, K, Mg, Na e Zn determinados nos extratos de todas as
amostras estdo de acordo com os teores determinados por digestdo assistida por
micro-ondas em frascos fechados, sendo que as eficiéncias de extracdo variaram de
85 a 102%. Os teores de Mn determinados nas amostras de figado bovino e camarao
pelo sistema de extracao fluxo-batelada estdo de acordo com o procedimento em

batelada e as eficiéncias de extracdo alcancadas para essas respectivas amostras
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foram de 89 e 94%. N&o foi possivel determinar os teores de Mn em musculo bovino
por ambos os procedimentos, uma vez que as concentracdes desse elemento nos
extratos e digeridos se encontravam abaixo dos LODs dos dois procedimentos. O teor
de Cu s6 apresentou concordancia com os teores determinados pelo procedimento
de referéncia para a amostra de figado bovino, entretanto as concentracdes desse
elemento nas demais amostras estavam proximas ao LOD do procedimento
(0,2 mg kg). As eficiéncias de extracédo de As, Ba e Sr em camaréo foram de 96, 101
e 92%, respectivamente. As concentracfes extraidas apresentam boa concordancia
com os teores determinados nos extratos com a digest&o assistida por radiagao micro-
ondas em frascos fechados. Esses elementos ndo puderam ser determinados nas
demais amostras, pois estavam abaixo dos LODs para os dois procedimentos

aplicados.

6.4.4 - Determinacao on-line por ICP OES

A determinacdo on-line de macro e micronutrientes por ICP OES foi
efetuada para as mesmas amostras utilizadas no estudo anterior e foi aplicada aos
CRMs de folhas de macieira (NIST 1515) e figado bovino (NIST 1577b). Inicialmente
0s experimentos foram realizados seguindo as condi¢des utilizadas na extracéo fluxo-
batelada com determinacéo off-line e na mesma faixa linear aplicada no experimento
anterior. Entretanto, nessa condi¢cao nao foi possivel quantificar os macronutrientes
no CRM e amostras de tecido vegetal, pois a concentra¢cdes eram superiores a faixa
linear de trabalho quando utilizado o nebulizador com ranhura em V. Por isso, foi
necessario alterar a proporcdo massa de amostra e volume da solu¢éo extratora, com
excecao das determinagdes de Cu e Zn em folhas de tomateiro e folhas de macieira
(NIST 1515) e Fe em folhas de macieira (NIST 1515) que foram realizadas com 50 mg
de amostra. Os experimentos foram realizados com 10 mg de amostra para os demais
elementos nos CRMs e nas amostras de tecidos vegetais. Todas as determinacdes
no CRM e amostras de tecidos animais foram efetuadas com 50 mg de amostra. Nas
extracOes utilizaram-se as solu¢des extratoras otimizadas anteriormente, ou seja, HCI
4 e 8% (V V1) para tecidos animais e vegetais, respectivamente. Os LODs para as
extracGes on-line em tecidos vegetais foram 6; 1; 86; 4; 15 e 143 mg kg™ para Ba, Cu,
Fe, Mn, Sr e Zn, respectivamente, e de 0,2; 0,03; 0,2 e 0,1 % para Ca, K, Mg e Na.
Os LODs obtidos para as extragcdes on-line em tecidos animais foram 2; 1; 87; 0,5; 2;
31; 9; 0,2; 36; 3 e 58 mg kg* para As, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn,
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respectivamente. Os maiores LODs quando comparados a deteccéo off-line decorrem
da filtracdo do extrato durante as quantificacbes, que levam a supressdo na vazao
nominal do sistema de nebulizacédo e, consequentemente, afetam a nebulizacdo do
extrato e ao aumento do desvio padrao relativo (RSD) das quantificacbes. A
frequéncia analitica foi de 15 determinacdes por hora e de 7,5 extragBes por hora.
Ressalta-se que a extracdo acida e a limpeza do filtro s&o realizadas
simultaneamente, seguido da avaliacdo dos sinais para o branco analitico.

Os teores de macro e micronutrientes determinados e certificados dos
CRMS estéo apresentados na TABELA 6.4.4.1. Com excegao do Fe, as eficiéncias
de extracao variaram de 80 a 113%. De modo geral, os teores determinados estao
similares aos teores determinados off-line para os extratos de folhas de macieira
(NIST 1515) e figado bovino (NIST 1577b) para as determinacfes de Ca, Fe, K, Mg e
Mn em ambos os CRMs avaliados, Ba e Cu em folhas de macieira (NIST 1515) e Na
e Zn em figado bovino (NIST 1577b). Para esses elementos as diferencas entre as
eficiéncias de extracdo variaram para os dois procedimentos em uma média de 4%.
Foi possivel determinar Na e Sr no modo on-line em folhas de macieira (NIST 1515).
A alta porcentagem de recuperacédo de Zn em folhas de macieira (NIST 1515) nas
determinacdes on-line pode estar relacionada a contaminacdo da amostra durante a
analise, enquanto a baixa recuperacao do Cu em figado bovino (NIST 1577b) pode
ser devido a baixa concentracdo desse analito no extrato. A maioria dos teores
determinados estdo de acordo com os teores certificados de acordo com um teste t
nao pareado, sendo que os t calculados séo inferiores ao t critico (4,303). As excecbes
foram para Fe em ambos CRMs, Cu e Zn em figado bovino (NIST 1577b) e Ca, K e
Sr em folhas de macieira (NIST 1515).
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TABELA 6.4.4.1 - Avaliagcdo da extracao fluxo-batelada com determinagao de macro
e micronutrientes em CRMs por ICP OES, valor médio + incerteza, n = 3 e intervalo

de confianca de 95%.

Teor Extracao Eficiéncia de

CRM Elemento Certificado fluxo-ba%elada extracdo (%)
Ba (mg kg?1)™ 49 +2 49+ 2 100
Ca (%)’ 1,536 +0,015 1,32+ 0,04 87
Cu (mgkg)® 5,64 +0,24 5,6 +0,3 99
Fe (mg kg)™ 83+5 32+3 39
Frgg‘c"’i‘zifae K (%) 1,61 + 0,02 1,4+0,1 85
NIST 1515 Mg (%) 0271+0,008 0,25 0,02 91
Mn (mg kg?) 54 +3 49+ 2 90
Na (mg kg™?)” 24,4 +£1,2 20+ 2 81
Sr (mg kg?)” 25+2 20+1 80
Zn (mg kg?1)”™ 125+0,3 14+4 113
Ca(mgkg?h™ 116+ 4 112+ 4 97
Cu (mg kg}) ™ 160 + 8 131+8 82
) Fe (mg kgt) ™ 184 + 15 54 +2 29
bO\IZIng;dNCI)ST K (%) 0,994 + 0,002 0,9+0,1 91
1577b Mg (mg kg?1) ™ 601 + 28 549 + 63 91
Mn (mg kg)*™ 10,5+ 1,7 9,3+0,6 89
Na (%)" 0,242 + 0,006 0,21 £ 0,03 87
Zn (mg kg™ 127 +16 105 + 7 83

*: 10 mg de CRM e **: 50 mg de CRM.

Os teores determinados de macro e micronutrientes nas extragdes com
tecidos vegetais estdo apresentados na TABELA 6.4.4.2, juntamente com 0s teores
determinados por digestao assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados.
Como observado anteriormente, os resultados estdo de acordo com o0s teores
determinados off-line para as folhas de espinafre, macieira e tomateiro, para os quais
as variacdes de eficiéncias de extracdo foram em média 5% entre as determinacdes
on-line e off-line. As maiores diferencas encontradas entre os modos de determinacao
on-line e off-line foram nas quantificacdes de Na e Zn, o que provavelmente se deve
a maior facilidade de contaminacéo dos extratos com esses analitos. De modo geral,
as quantificacdes de Na e Zn foram melhores aplicando-se a determinag&o on-line,
gque implica em menor manipulacdo da amostra e, consequentemente, menor

possibilidade de contaminacao.
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TABELA 6.4.4.2 - Comparagao da extragao fluxo-batelada e da digestédo em batelada
para folhas de espinafre, laranjeira e tomateiro, valor médio + incerteza, n = 3 e

intervalo de confianca de 95%

Amostra Elemento Extracao Di_gestéo em Eficiéncia de
fluxo-batelada micro-ondas extracéo (%)
Ba (mg kg1)™ 29+0,3 32+0,1 89
Ca (%) 1,49 £ 0,04 16+0,1 91
Cu (mg kg?)™ 6,9+0,3 7,6 +0,2 91
Fe (mg kg™t)” 35+2 92+7 39
Folhas de K (%)" 75+0,2 6,5+0,1 115
espinafre Mg (%)" 1,39+£0,04 1,2+0,1 112
Mn (mg kg™?)” 134+ 4 129+ 4 104
Na (%) 0,37+0,01 0,37+ 0,02 100
Sr (mg kg?)” 97 +3 105+ 3 92
Zn (mg kg1)* 52 + 10 51+ 2 101
Ba (mg kg?)” 22+1 23,4+0,3 93
Ca (%) 1,42 £ 0,04 1,8+0,1 80
Cu (mg kgt ™ 6,5+0,4 58+0,2 112
Fe (mg kg™t~ 22+2 671 32
Folhas de K (%) 1,7+0,1 1,8+0,1 94
Laranjeira Mg (%)" 0,25+ 0,03 0,286 + 0,004 89
Mn (mg kgt)* 142+1 15,3+0,2 93
Na (mg kg?)* 84+5 105 + 16 80
Sr (mg kgt)” 51+4 58,2+ 0,5 88
Zn (mg kg?1)” 13+2 15+1 89
Ba (mg kg?)” 71+3 72+1 99
Ca (%) 3,4+0,1 3,8+0,2 89
Cu(mgkg®h)™ 11,2+0,5 11,7+0,2 95
Fe (mg kg)* 65 + 4 206 + 11 32
Folhas de K (%)" 3,26+0,1 2,78 + 0,03 117
Tomateiro Mg (%)" 0,42 £ 0,05 0,45+ 0,03 94
Mn (mg kg?)* 70+3 70+1 100
Na (mg kgl)* 396 + 26 480 + 14 82
Sr (mg kgt)” 158+ 8 173+ 6 91
Zn (mg kg) ™ 15+ 4 16,9 + 0,2 87

*. 10 mg de amostra e **; 50 mg de amostra.

A extracdo de macro e micronutrientes com deteccdo on-line por ICP
OES também foi aplicada as amostras de tecidos animais, sendo os resultados
obtidos pelos dois procedimentos apresentados na TABELA 6.4.4.3. Ao contrario do
observado com as amostras de tecidos vegetais, foi observada uma diferenca

expressiva entre os valores determinados on-line e off-line.
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TABELA 6.4.4.3 - Comparagéo da extracao fluxo-batelada e da digestdo em batelada
para figado bovino, musculo bovino e camarado, valor médio * incerteza, n = 3 e

intervalo de confianca de 95%.

AMmostra Elemento Extracao Digestdo em  Eficiéncia de
fluxo-batelada micro-ondas extracéo (%)
Ca (mg kg?) 133+ 15 146 + 5 92
Cu(mgkgl)  255%+18 253 + 8 100
Fe (mg kg™) 55+ 3 163 +5 34
Figado K (%) 1,0+0,1 0,98 + 0,04 106
bovino Mg (mg kg™?) 622 + 40 545 + 16 114
Mn (mgkg?d)  7,6+0,6 7,1+0,.2 107
Na (%) 0,21 + 0,03 0,19 + 0,01 109
Zn (mg kg) 93 + 15 109 + 3 86
Ca (mg kg?) 149 + 14 131+7 114
Cu(mgkgl)  2,3+0,1 2,1+0,2 108
Mdsculo Fe (mg kg™) 37+2 60 + 2 61
bovino K (%) 1,3+£0,1 1,34 £ 0,04 99
Mg (mg kg™?) 818 + 41 824 + 25 99
Na (%) 0,17 £ 0,02 0,19+0,01 92
Zn (mg kg?) 122 +11 141 +2 87
As (mg kg?) 12+1 12+1 97
Ba (mg kg?) 1,9+0,1 1,8+0,2 107
Ca (%) 0,36 = 0,03 0,38 0,01 93
Cu (mg kg?) 59+0,3 57%0,2 102
Fe (mg kg™) 6+1 311 19
Camarao K (%) 0,26 £ 0,01 0,28 £ 0,01 91
Mg (%) 0,19 + 0,02 0,19 + 0,01 100
Mn (mg kg?) 7,4+0,5 7,7+0,2 97
Na (%) 1,8 £0,2 1,9+0,1 96
Sr (mg kg?) 56 + 6 57+2 98
Zn (mg kg?) 36+5 48 +1 75

Foi observado uma boa concordancia entre os teores determinados on-
line e off-line para K, Mg e Na em musculo bovino e camarado, Ca em figado bovino e
camardo e Zn em figado e musculo bovino. Maiores diferencas ocorreram nas
eficiéncias de extracdo para Cu, que foram melhores para determinacdo on-line.
Contudo, de forma geral as eficiéncias de extracao ficaram em uma faixa de 86 a 114
para a maioria dos elementos, com excecdo de Fe em todas as amostras como
observado anteriormente e Zn em amostras de camaréo que foi 75%.

O teste F e o teste t foram aplicados para comparar, respectivamente, a
precisao e a exatidao da extracao fluxo-batelada e a digestéo assistida por radiacao
micro-ondas em frascos fechados. Na TABELA 6.4.4.4 estdo apresentados os valores
de F e t calculados, bem como os valores criticos para F e t para as amostras de

tecidos vegetais. Ndo houve diferencas significativas entre os dois procedimentos
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para a maioria dos elementos nas amostras de folhas de espinafre e folhas de
tomateiro de acordo com teste F (TABELA 6.4.4.4), com excecdo do Zn em ambas as
amostras; Ba, Fe e Mg em folhas de espinafre e Cu e Mn em folhas de tomateiro. Por
outro lado, diferencas significativas entre as precisfes dos dois procedimentos para
as amostras de folhas de laranjeira de acordo com teste F (TABELA 6.4.4.4) foram
observadas para Ba, Fe, Mg, Mn, Na e Sr. As precisbes foram mais baixas pela
extracdo fluxo-batelada para a maioria dos elementos citados anteriormente, com

excecdo de Fe e Mg em folhas de espinafre e Na em folhas de laranjeira.

TABELA 6.4.4.4 - Comparagéo da precisao e exatidao da extragéo fluxo-batelada com
a digestao assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados para folhas de
espinafre, laranjeira e tomateiro aplicando-se o teste F e 0 teste t pareado,
respectivamente, n1 = 3 (extragcdo), nz2 = 5 (digestéo) e intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Teste F Testet
Fecal Feri fcal teri
Ba 14,974 6,940 1,747 4,303
Ca 5,674 6,940 2,416 2,447
Cu 2,053 6,940 3,620 2,447
Fe 7,577 6,940 17,053 2,571
Folhas de K 1,992 6,940 14,456 2,447
espinafre Mg 9,084 6,940 2,385 2,571
Mn 1,099 6,940 1,622 2,447
Na 2,265 6,940 0,010 2,447
Sr 1,189 6,940 3,888 2,447
Zn 43,900 6,940 0,078 4,303
Ba 8,011 6,940 2,714 4,303
Ca 2,367 6,940 8,339 2,447
Cu 3,806 6,940 3,192 2,447
Fe 11,455 6,940 39,698 4,303
Folhas de K 2,443 6,940 2,460 2,447
laranjeira Mg 61,957 6,940 1,918 4,303
Mn 29,002 6,940 1,830 4,303
Na 11,980 6,940 2,742 2,571
Sr 48,726 6,940 3,375 4,303
Zn 2,558 6,940 1,423 2,447
Ba 3,100 6,940 0,716 2,447
Ca 3,067 6,940 2,742 2,447
Cu 9,493 6,940 1,924 4,303
Fe 6,716 6,940 21,790 2,447
Folhas de K 2,483 6,940 17,708 2,447
tomateiro Mg 3,174 6,940 1,073 2,447
Mn 9,047 6,940 0,026 4,303
Na 3,329 6,940 6,271 2,447
Sr 1,841 6,940 3,086 2,447
Zn 221,931 6,940 0,989 4,303
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De acordo com teste t pareado (TABELA 6.4.4.4) ndo houve diferencas
significativas entre a maioria dos teores determinados pelos dois procedimentos.
Diferencas significativas foram observadas para as determinacdes de Fe em todas as
amostras, pois ha uma baixa extracdo desse elemento nas amostras. Também foram
observadas diferencas significativas nos teores de Cu, K e Sr em folhas de espinafre.
Ca, Cu, K e Na em folhas de tomateiro e Ca, K, Na e Sr em folhas de laranjeira. Os
altos teores de K determinados com a extracdo fluxo-batelada podem estar
relacionados a contaminacao da amostra durante o procedimento, enquanto que 0s
baixos teores de Cu, Na e Sr determinados pelo mesmo procedimento podem ser
causados pelas baixas concentragOes desses analitos nas amostras. Os baixos teores
de Ca nas amostras podem ser devido a extracdo incompleta desse analito da matriz.

Os mesmos testes estatisticos foram aplicados nas determinacdes de
macro e micronutrientes em tecidos animais, sendo os F e t calculados e teoricos
apresentados na TABELA 6.4.4.5. De acordo com teste F ndo houve diferenca
significativa entre as precisdes dos dois procedimentos aplicados para a determinacéo
de macro e micronutrientes nas amostras de musculo bovino e camarao, com exce¢ao
de Zn nas duas amostras, Na em musculo bovino e Ca e Sr em amostras de camarao
(TABELA 6.4.4.5). Diferengas significativas foram observadas entre as precisoes dos
dois procedimentos para as amostras de folhas de espinafre, na qual foram
observadas diferencas significativas para Ca, Mn, Na e Zn. As precisdes foram
inferiores na extracao fluxo-batelada e isso pode ter ocorrido devido as oscilagdes na
vazéo do filtrado durante medidas on-line por ICP OES. Houve concordancia para a
maioria dos elementos determinados em todas as amostras pelos dois procedimentos,
0 que demonstra a boa exatiddo do procedimento desenvolvido (TABELA 6.4.4.5). As
excecdes observadas foram Fe em todas as amostras, Mg em figado bovino, Ca em
musculo bovino e K e Zn em camardo. Os maiores teores de Mg e Ca quando
comparados as digestbes em batelada, podem ser decorrentes de contaminacéo.
Enquanto os baixos teores de K e Zn nas amostras de camardo quando comparado a

digestdo em batelada pode ser devido a extragdes incompletas desses analitos.
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TABELA 6.4.4.5 - Comparacao da precisdo e exatiddo da extracao fluxo-batelada com
a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados para figado
bovino, masculo bovino e camardo aplicando-se o teste F e o teste t pareado,
respectivamente, n1 = 3 (extragcéo), nz = 5 (digestéo) e intervalo de confianca de 95%.

Amostra Elemento Teste F Testet
Fecal Feri tcal teri
Ca 7,838 6,940 1,390 4,303
Cu 5,318 6,940 0,142 2,447
Fe 0,295 6,940 35,479 2,447
Figado K 4,755 6,940 1,459 2,447
bovino Mg 5,920 6,940 4,324 4,303
Mn 8,666 6,940 1,390 4,303
Na 9,353 6,940 1,205 4,303
Zn 19,831 6,940 1,852 2,447
Ca 3,868 6,940 2,728 2,447
Cu 0,152 6,940 1,670 4,303
Masculo Fe 1,421 6,940 16,623 4,303
bovino K 6,452 6,940 0,349 2,447
Mg 2,696 6,940 0,282 2,447
Na 9,331 6,940 1,451 4,303
Zn 19,985 6,940 2,846 4,303
As 1,279 6,940 0,890 4,303
Ba 0,170 6,940 1,257 4,303
Ca 8,542 6,940 1,314 2,447
Cu 4,038 6,940 0,801 4,303
Fe 0,645 6,940 36,999 4,303
Camaréo K 0,674 6,940 3,457 2,447
Mg 0,100 6,940 0,053 2,447
Mn 5,309 6,940 1,053 4,303
Na 0,138 6,940 1,229 2,447
Sr 11,296 6,940 0,257 4,303
Zn 10,385 6,940 4,381 4,303

6.5 - CONCLUSOES PARCIAIS

A agitagcdo mecanica com barra magnética proporcionou adequadas
eficiéncias de extracdo de macro e micronutrientes em folhas de espinafre e figado
bovino, que foram similares ao borbulhamento com ar e a sonicag¢do, sendo
selecionada visando simplificar o sistema de extragdo fluxo-batelada. Diversos
reatores e filtros foram avaliados, sendo que os maiores problemas encontrados foram
entupimentos dos filtros, reducédo da vazao durante a filtragao e limpezas ineficientes
entre as amostras. Assim, foram escolhidos reatores e filtros trocaveis a fim de
aumentar a frequéncia analitica e possibilitar determinagdes on-line por ICP OES. A
cinética de extracéo foi 0 parametro mais interessante avaliado neste trabalho, pois

engquanto muitos procedimentos séo baseados em tempos de extragdo maiores que
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10 min#447:5253.69 glguns elementos apresentam alta labilidade e podem ser extraidos
com tempos de até 30 s (Cu, Mg, Mn e Na) em folhas de espinafre,
independentemente da solucdo extratora usada. Por outro lado, a eficiéncia de
extracdo do Fe foi baixa em todas as condi¢des avaliadas, sendo que as quantidades
de Fe extraidas das amostras ndo foram significativamente alteradas no intervalo
avaliado, uma vez que a maior fracao desse elemento esté fortemente ligada a matriz.
Ambos os métodos de deteccao (off-line e on-line) se mostraram promissores para a
determinacdo da maioria dos macros e micronutrientes avaliados e, em geral, 0s
teores determinados estdo de acordo com os teores certificados dos CRMs e os teores
determinados nas amostras por digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em
frascos fechados. O sistema de extracao fluxo-batelada avaliado é de facil confeccéo,

operacéo e pode ser facilmente acoplado ao ICP OES para determinacdes on-line.
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Capitulo 7

Conclusodes Finais



7.1 - CONCLUSOES FINAIS

Os sistemas de preparo de amostra em fluxo e fluxo-batelada
desenvolvidos neste trabalho apresentam-se como alternativas promissoras no
preparo de amostra de tecidos animais e vegetais para determinacdo de macro e
micronutrientes por ICP OES. Em geral, ndo ocorreram problemas durante o preparo
das amostras selecionadas para o desenvolvimento deste projeto em ambos os
sistemas desenvolvidos, como: vazamentos, entupimentos e explosdes. A maioria dos
teores de macro e micronutrientes determinados nas amostras sélidas e liquidas estao
de acordo com os teores certificados e determinados por digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frascos fechados. Os procedimentos propostos se
mostraram rapidos, simples, confiaveis e com boas precisfes e exatiddes. Entretanto,
aperfeicoamentos sao requeridos visando possibilitar o uso de tais sistemas em
andlises de rotina.

O sistema de digestdo em fluxo assistido por radiacdo micro-ondas
operado sob altas pressdes e temperaturas necessita de alto nivel de automacao, uso
de equipamentos sofisticados e resistentes a fim de possibilitar digestdes eficientes,
seguras e com baixos riscos aos usuarios. Isso dificulta a disseminacdo do método,
pois nem todos os laboratérios de rotina apresentam uma boa infraestrutura para a
confeccdo de tais sistemas e ainda ndo ha versdes comerciais que possam ser
adquiridas. Para confeccionar esse sistema um laboratdrio deve possuir oficinas
especializadas que possibilitem a confeccdo de dispositivos usando diferentes
materiais (metais, polimeros e ceramicas) que sejam dedicados ao sistema e de mao
de obra qualificada com conhecimentos em engenharia mecanica, eletrdnica,
computacéo e vidraria. Isso torna dificil a disseminacgdo desse sistema por laboratorios
de rotina. Dessa forma, a disponibilidade desse sistema é dependente de uma versao
comercial, que ainda € uma realidade distante. Outra, dificuldade encontrada foi o
acoplamento do sistema de digestdo em fluxo com o ICP OES para realizacdo de
determinacdes on-line, pois a frequéncia analitica do método é inferior a frequéncia
analitica do ICP OES. O aumento do numero de reatores no sistema de digestdo em
fluxo seria uma alternativa para aumentar a frequéncia analitica do método ou o uso
da injecdo sequencial de amostra no sistema. Apesar dessas limitagdes, o sistema de
digestao em fluxo foi viavel para o preparo de amostras solidas e liquidas complexas,

no uso de diversos tipos de acidos e possibilitou eficiéncias de digestdo superiores a
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70%. Foi possivel realizar a determinacdo de analitos fortemente ligados a matriz, que
nao podem ser determinados por uma simples extragcéo (Al, Fe, P e S).

O sistema de extracéao fluxo-batelada pode ser facilmente confeccionado
em laboratérios de rotina, possibilita a realizacdo de determinacdes on-line por ICP
OES e o0 uso de &cido cloridrico diluido. Contudo, apresenta como limitacdo a
determinacdo de analitos fortemente ligados a matriz, necessita de uma etapa de
limpeza dos frascos em batelada, ndo permite o reuso dos filtros apds a etapa de
extracdo e requer maiores volumes de extrator e massas de amostra quando
comparado aos sistemas em fluxo usuais. O desenvolvimento de reatores e filtros
dindmicos, que sejam de facil limpeza e que permitam o reuso do filtro, € uma
alternativa interessante para superar algumas dessas desvantagens. O uso de
menores volumes de solucéo extratora e massas de amostra, poderia ser alcancado
medindo-se sinais transientes, que ndo foi feita neste trabalho devido as
caracteristicas do programa de aquisi¢cdo de sinais do equipamento utilizado. Por fim,
a determinacao de elementos que estao fortemente ligados a matriz é dependente de
métodos mais drasticos, que promovem a degradacao da matriz, tais como a digestao
acida. Assim, essa limitacdo ndo pode ser contornada no sistema de extracdo fluxo-
batelada.

O sistema de extracéo fluxo-batelada apresenta vantagens ao sistema
de digestédo assistido por radiagdo micro-ondas, pois possibilita a determinacédo da
maioria dos macros e micronutrientes determinados em analise de rotina, é um
sistema de baixo custo de confeccdo e operacdo e permite a realizacdo de
determinacdes on-line por ICP OES. Essas caracteristicas do sistema de extracao
fluxo-batelada sao ideais para analises de rotina, que buscam o uso de procedimentos
simples, baratos e dinamicos. Nesse contexto, avaliou-se nesse projeto o0
desempenho de dois sistemas de preparo de amostra, sendo um deles automatizado
e de alta complexidade, enquanto o outro se caracterizava por baixa complexidade e
facil operacdo. Como conclusdes finais tem-se que nem sempre em uma analise de
rotina séo requeridos procedimentos complexos, mas simples alternativas podem ser
o melhor caminho para resolver problemas analiticos tipicos de laboratérios de
preparo de amostra e que ainda carecem de estudos na area e equipamento comercial
para viabilizar o uso de procedimentos de preparo de amostra em fluxo para aplicagao

em analises de rotina.
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