UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO COM
EMPREGO DA ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO
ATOMICA PARA A DETERMINACAO DE Cd, Fe, Pb E Zn
EM AMOSTRAS DE INTERESSE ALIMENTICIO

JOSE AUGUSTO DA COL*

Dissertacdo apresentada como parte
dos requisitos para a obtencao do titulo
de MESTRE EM QUIMICA, area de
concentragdo: QUIMICA ANALITICA.

Orientador: Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filh o

* bolsista CNPq

Sao Carlos - SP
2008



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

C683dm

Col, José Augusto da.

Desenvolvimento de método analitico com emprego da
espectrometria de absorgcao atdmica para a determinacao
de Cd, Fe, Pb e Zn em amostras de interesse alimenticio /
José Augusto da Col. -- Sdo Carlos : UFSCar, 2008.

76 f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2008.

1. Quimica analitica. 2. Espectroscopia de absorgao
atébmica. 3. TS-FF-AAS. 4. Alimentos - analise. I. Titulo.

CDD: 543 (20%)




UNLVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Mestrado

Assinaturas dos membros da banca examinadora que avaliaram e aprovaraii
a defesa de disserta¢do de mestrado do candidaio José Augusto da Col

realizado em 31 de julho de 2008:

el

p o g f__,j i
Wivin N\ XBlUpr~ [ TT {670

Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho

(%3 r\ h; ?/1,9--;/\,&

Profa. Dra. Maria lzabel Maretti Silveira Bueno

o

Voo i b V\blosy,

{ I\‘of Dr. Joaquim de Aragjo Nébregzu




Eu canto samba

Por que s6 assim eu me sinto contente

Eu vou ao samba

Porque longe dele eu ndo posso viver

Com ele eu tenho de fato uma velha intimidade
Se fico sozinho ele vem me socorrer

Ha muito tempo eu escuto esse papo furado
Dizendo que o samba acabou

S6 se foi quando o dia clareou

O samba ¢€ alegria

Falando coisas da gente

Se vocé anda tristonho

No samba fica contente

Segure o choro crianga

Vou te fazer um carinho
Levando um samba de leve
Nas cordas do meu cavaquinho

(Paulinho da Viola)
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RESUMO

A Quimica Analitica desempenha um papel fundamental na proposicao
de procedimentos rapidos e confiaveis para a analise de alimentos. A adequada
selecdo e introducdo de alimentos complementares reduz as deficiéncias de
micronutrientes. Este estudo teve como objetivo a proposi¢cdo de um método para se
verificar 0 uso de suplementos alimentares adequados com relagdo as
concentracfes dos elementos Cd, Fe, Pb e Zn. No desenvolvimento deste método
foi utilizado o planejamento fatorial como ferramenta para sua otimizacdo das
condicbes experimentais. Os metais foram determinados por espectrometria de
absorcao atbmica com chama - FAAS (Fe e Zn) e por espectrometria de absorgéo
atdmica com forno tubular na chama e aerossol térmico - TS-FF-AAS (Cd e Pb). Em
TS-FF-AAS, um tubo de niquel € utilizado como atomizador e, dessa forma, um
aumento na sensibilidade do método é conseguido, uma vez que toda a amostra é
inserida no interior do tubo. Além disso, o tempo de residéncia na chama é
prolongado, aumentando a eficiéncia dos processos de atomizacdo. Aliado a isso,
um procedimento simples no qual a amostra (100 mg) € misturada com HCI 0,1
mol/L foi proposto. Das analises dos alimentos, foram obtidos limites de deteccéo
(LD) de 0,6; 100; 6,0 e 32 ug/L para Cd, Fe, Pb e Zn, respectivamente. Os desvios
padrao relativos (RSD) para os elementos Cd (n = 14), Fe (n = 3) e Zn (n = 19) foram
de 7,0; 5,5 e 6,0%, respectivamente. A frequéncia analitica do método foi de 28
determinacdes por hora e a frequéncia de amostragem, de 8 amostras por hora
(desde o preparo de amostra até a determinacéo). Todas as determinacdes foram
desenvolvidas com o0 uso de um mesmo tubo atomizador que, apdés 2270
determinacdes (cerca de 76 horas), ndo apresentou perdas de sensibilidade. Dessa
forma, para o material certificado de referéncia de figado bovino (SRM 1577b), os
resultados para Cd e Zn foram adequados e as concentracdes de Fe determinadas
foram altamente dependentes do tamanho de particulas. Os metais toxicos Cd e Pb
nao foram encontrados nas amostras estudadas de alimentos. Com relacdo aos
elementos essenciais, ndo houve acréscimo de Fe e Zn ao alimento quando do uso
do suplemento. Dessa forma, informacbes acerca da qualidade dos alimentos
puderam ser obtidas, sendo o método proposto adequado para essa finalidade.
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ABSTRACT

Analytical chemistry plays a fundamental role in proposing fast and
reliable procedures to analyze food samples. Proper selection and introduction of
complementary foods reduces the vulnerability to micronutrient deficiencies. This
study aimed to propose a sensitive approach for the promotion of adequate food
supplements regarding Cd, Fe, Pb and Zn contents. For the development of this
method, factorial design was used for experimental conditions optimization. These
metals were determined using Flame Atomic Absorption Spectrometry - FAAS (Fe
and Zn) and Thermospray Flame Furnace AAS (Cd and Pb). In TS-FF-AAS, a nickel
tube is used as atomizer; since the sample is totally introduced into the tube, an
increase in method sensitivity is obtained. Besides, flame residence time is extended,
increasing efficiency of atomizing processes. Additionally, a simple procedure mixing
the sample (100 mg) with 0.1 mol/L HCI was proposed. In food analysis, limits of
detection (LOD) of 0.6, 100, 6.0 and 32 ug/L for Cd, Fe, Pb and Zn were obtained,
respectively. Standard Relative Deviations (RSD) for elements Cd (n = 14), Fe (n = 3)
and Zn (n = 19) were of 7.0, 5.5 and 6.0%, respectively. Analytical frequency of the
method was of 28 determinations per hour with an analytical speed of 8 samples per
hour (from sample preparation to determination). All determinations were performed
with the same atomizing tube, which, even after 2270 determinations (around 76 h),
did not present sensitivity losses. Cadmium and Zn showed suitable results when a
bovine liver certified sample (SRM 1577b) was studied and the Fe content was
strongly correlated to the size of the particle. Toxic metals Cd and Pb were not
detected in the studied food samples. Regarding the essential elements, there was
no increase in the Fe and Zn when the supplement is used. Information about food

quality could be obtained, and the proposed method fits the purpose.
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1 — Introducéo

A fome é um dos graves problemas que afligem a humanidade,
sobretudo nos paises em desenvolvimento. Estima-se que em todo mundo cerca de
33% das criancas com menos de 5 anos sofrem de complicagfes relacionadas a ma
alimentacdo. No Brasil, cerca de 32 milhbes de pessoas sao afetadas por esse
problema®. Como conseqiiéncia da ma alimentacdo, temos a desnutricdo
energeético-protéica, também conhecida como “fome oculta”, que € a deficiéncia de
micronutrientes, como ferro e zinco, vitaminas e iodo. A desnutricdo energético-
protéica pode causar varias implicacbes, como risco de morbimortalidade, atraso
mental e motor, sendo que os individuos jovens sdo mais prejudicados por esse
estado nutricional inadequado?®.

Como forma de minimizar os efeitos da fome, varias iniciativas tém sido
empregadas no sentido de fornecer nutrientes a populagdo, principalmente para
criancas e adolescentes. Existem trés formas basicas de oferecer os nutrientes,
como a biofortificacdo, a suplementacdo medicamentosa e a fortificacdo dos
alimentos. No caso da biofortificagédo, variedades de cereais modificados através da
bioengenharia sdo desenvolvidos com teores maiores de micronutrientes, como é o
caso de variedades de arroz ricos em ferro ou caroteno. A segunda forma é a
suplementacdo farmacéutica e medicamentosa, que consiste na administracdo
individual de doses farmacoldgicas de micronutrientes. Esse tratamento é oferecido
por um periodo especifico para o combate a uma determinada deficiéncia, como a
suplementacdo para uma mae durante a gestacdo. Nesses casos, sdo ministrados
medicamentos a base de ferro elementar, sulfato de ferro ou 6xido de zinco, por
exemplo®.

No Brasil, as maiores iniciativas estdao no sentido da fortificacdo dos
alimentos, como a incorporacao de ferro em farinha de trigo e milho, na proporcéo
minima de 4,2 mg / 100 g de farinha, e de acido félico (vitamina B9), na proporcao
de 150 pg / 100 g. Esse tipo de fortificacdo € obrigatoria desde o ano de 2002 e é
regulada pela resolucdo RDC 344 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)*. Além da incorporacdo de ferro nesse tipo de produto, sdo citados casos
de adicdo em p&o doce®, aclcar® e leite’. Também tem sido muito difundido o uso da

multimistura, composta de farelos de trigo e arroz, farinha de trigo, fuba de milho, p6
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de casca de ovo, sementes e folhas verde-escuras, como a mandioca. A intengéo
com o uso desse produto é a de fornecer minerais, vitaminas e fibras®*°.

Uma iniciativa que tem como objetivo a suplementacdo de alimentos
destinados a criancas em idade escolar foi desenvolvida pelo Laboratorio de
Dietética da Faculdade de Nutricdo da Pontificia Universidade Catolica de Campinas
(PUC-Campinas) e utiliza um caldo preparado com figado de aves. A adicdo desse
suplemento a merenda escolar tem como finalidade a disponibilizacdo de vitaminas,
como a C, e nutrientes minerais como ferro e zinco.

Apesar dos esforcos de se fornecer elementos essenciais, uma
investigacdo rigorosa deve ser conduzida para se garantir que elementos téxicos,
como Cd e Pb, ndo estejam presentes nos suplementos. Dependendo das
condicbes de poluicdo ambiental do local onde os alimentos sdo produzidos, a
incorporacado de elementos toxicos como arsénio, cadmio, chumbo e mercurio pode
ocorrer em carnes de bovinos, carneiros e aves, por exemplo™.

Dadas essas implicagcbes, ha uma grande necessidade de se empregar
métodos analiticos no estudo das condicbes de alimentos e suplementos
alimentares. Um exemplo de técnica analitica adequada para as investigacbes das
concentragfes de micronutrientes e contaminantes é a espectrometria de absorgao
atémica, pela sua versatilidade e relativa simplicidade®. Desse modo, informacées
acerca do carater nutricional ou de eventuais contaminacfes poderdo ser obtidas,

trazendo maior seguranc¢a no consumo dos alimentos.
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2 — Objetivos

O objetivo do trabalho realizado foi o estudo das condi¢cdes de extracao
e determinacao de Cd, Fe, Pb e Zn em alimentos e suplementos alimentares por
espectrometria de absorcdo atomica (AAS). A escolha de um procedimento de
preparo da amostras de alimentos que proporcionasse a disponibilizacdo dos
analitos de forma pratica, rapida e com baixo risco de contaminacdo também foi
buscada, sendo a extracdo com &cidos diluidos empregada para esse fim. Para a
quantificacdo, a intencdo foi utilizar uma técnica analitica versatil, simples e
adequada as concentracfes presentes dos elementos nas amostras. No caso
especifico dos elementos essenciais Fe e Zn, foi empregada a espectrometria de
absorcédo atbmica com chama (FAAS) e, para os elementos contaminantes Cd e Pb,
a espectrometria de absorcdo atomica com forno tubular na chama e aerossol
térmico (TS-FF-AAS). Com essa juncdo de estratégias, teores dos elementos
relacionados ao carater nutricional ou de eventuais contaminacdes poderiam ser

determinados, trazendo maior seguranca alimentar.
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3 — Revisdao Bibliografica

3.1 - Espectrometria de absorcao atbmica (AAS)

A espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS, do inglés Atomic
Absorption Spectrometry) € das técnicas mais bem estabelecidas no campo da
analise instrumental. Devido a sua seletividade e relativa simplicidade, esta presente
em muitos laboratérios, sendo utilizada para determinacdes de rotina de tracos e
constituintes maiores. De maneira simplificada, o principio analitico da AAS é o da
detecc¢do qualitativa ou determinacgdo quantitativa de elementos através da absorcao
da radiacdo por &tomos livres em estado gasoso®?. Esse procedimento analitico
aplicavel teve seu advento com WALSH™, em 1955.

Uma vez que os elementos devem estar em sua forma livre e gasosa
para poder absorver a radiacdo, uma fonte de energia deve ser empregada para a
sua atomizacdo. Esse processo, aliado a introdugdo da amostra, é dos mais
importantes nas determinacdes por AAS, uma vez que esta diretamente relacionado
com a sensibilidade do método, tanto pela extensdo da atomizacdo, quanto pelo
tempo de residéncia dos atomos no volume de observacdo. Essa fonte de energia
para a atomizacdo pode ser uma chama e, nesse caso, temos a espectrometria de
absorcao atdbmica em chama (FAAS, do inglés Flame AAS)™.

Em FAAS, a solucdo a ser analisada € aspirada por um nebulizador
pneumatico e convertida em um aerossol, que € transportado para a chama.
Usualmente, os nebulizadores mais empregados sdo aqueles que contam com uma
camara de pré-mistura, onde o aerossol é misturado com o gas comburente e
oxidante antes de atingir o queimador. Nesse ponto, h4 a separacdo das gotas
maiores, que vao para um dreno, das gotas menores, que efetivamente atingirdo o
gueimador. Esse processo apresenta pouca eficiéncia e cerca de 5 a 10% apenas
da soluco inicialmente aspirada consegue atingir a chama'®. No queimador, que
geralmente proporciona uma chama de 5 a 10 cm de comprimento e poucos
milimetros de largura, ha a vaporizacédo e atomizacdo dos elementos, que poderao

interagir com a radiacdo. Esse € um processo critico em FAAS, uma vez que o

tempo de permanéncia do analito na chama é curto, da ordem de milisegundos.
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Porém, ainda que pequeno, esse tempo é suficiente para que haja a interacdo da
radiacdo e sua absorcdo pelos &tomos no volume de observacdo. Como essa
absorcdo é diretamente relacionada com a quantidade de atomos presentes,
conforme descrito pela lei de Lambert-Beer, ha a possibilidade de quantificacdo do
analito™.

Pensando nas caracteristicas de introducao pouco eficiente da amostra
em FAAS e no baixo tempo de residéncia dos atomos na chama, GASPAR e
BERNDT?™ propuseram uma forma de introduc&o total da amostra com o uso de um
aerossol térmico e um tubo posicionado sobre a chama como camara de
atomizacdo, para que, dessa forma, fosse aumentada a sensibilidade analitica em
AAS. Com essa associacao, foi criada a espectrometria de absor¢cdo atdmica com
forno tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS, do inglés Thermospray
Flame Furnace AAS). Esta técnica sera discutida em detalhes no item 3.7 desta

revisao.

3.2 - Elementos de interesse investigados nesse trabalho

3.2.1 - Elementos essenciais: Ferro e Zinco

O ferro € um dos metais mais abundantes na crosta terrestre e possui
carater essencial para os seres humanos, estando presente em uma série de
enzimas. Como exemplos, podemos citar as enzimas hemoglobina, presente no
sangue, e a mioglobina, presente nos musculos. Dessa forma, é recomendada a
ingestdo de cerca de 10 a 30 mg de ferro por dia, que pode ser encontrado em
alimentos como carnes, visceras, verduras de cor verde escura, leguminosas e
grdos integrais. As necessidades de ingestdo de ferro sdo diferenciadas
dependendo da fase de vida em que se encontra o individuo, como infancia, idade
adulta ou gravidez, por exemplo. Quando essa quantidade ndo € alcancada, a
doenca mais comumente manifestada € a anemia, que tem como sintomas a
palidez, fadiga, tonturas, taquicardia e falta de ar. Como consequéncias da

deficiéncia relacionada ao ferro, temos ainda uma maior possibilidade de partos
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prematuros e com baixo peso ao nascimento, além de hipodesenvolvimento fisico e
mental®®.

Outro elemento altamente essencial para os seres humanos € o zinco,
que apresenta diversas funcbes bioquimicas, estando presente em cerca de 300
enzimas, como fosfatase alcalina, alcool desidrogenase e &cido ribonucléico
polimerase. Muitas sado as fontes de zinco, como carnes, organismos marinhos
(ostras e camardes), graos integrais, castanhas, cereais, legumes e tubérculos,
sendo a ingestdo recomendada de 10 a 20 mg por dia. Desse modo, evita-se um
guadro de deficiéncia do metal, que é normalmente classificado como leve ou grave.
No caso de uma deficiéncia leve, podem ocorrer alteragdes neurossensoriais,
anorexia, diminuicdo no nivel de testosterona, mortalidade materna e parto
prematuro. Quando a deficiéncia é considerada grave, ocorrem dermatites,
desordens emocionais como a depressdo, baixa estatura e problemas de visédo

como cegueira noturna e fotofobia®®.

3.2.2 - Elementos toxicos: Cadmio e Chumbo

Os elementos toxicos cadmio e chumbo sdo acumulados no organismo
humano em érgados como o figado, devido a complexagdo dos metais na forma de
enzima metalotioneina e também pela baixa taxa com que esse composto é
eliminado. Quando no organismo, podem comprometer tanto o0 sistema
cardiovascular e hematoldgico, sendo responsaveis pelo aumento da presséo
arterial e anemia, respectivamente. Em outros sistemas, o cadmio pode causar
enfisema se o sistema respiratorio for afetado, osteoporose no caso do sistema
esquelético, calculos renais quando no sistema renal e alteracdes metabdlicas no
sistema hepéatico. O chumbo, por sua vez, pode comprometer o sistema hepatico,

causando hepatite e o sistema renal, provocando nefropatia cronica'’*2.
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3.3 - Técnicas de preparo de amostras para alimentos

Dentre as etapas necessarias para a determinagdo de uma ou mais
espécies quimicas em um material, o pré-tratamento da amostra € das mais criticas.
Nessa etapa, estima-se que ocorrem 30% dos erros associados a analise, muitas
vezes relacionados com contaminacfes ou perdas do analito, por exemplo. Além
disso, nessa etapa ha um consumo alto de reagentes, 0 que aumenta 0s custos, e
estimativas associam o preparo de amostras a cerca de 61% do tempo total gasto na
analise. Atualmente, a intencéo €, portanto, disponibilizar os analitos através de um
pré-tratamento que permita a qualidade dos resultados em menor tempo e com um
minimo risco de contaminacdo, menor consumo de reagentes e geracdo de
residuos™.

Algumas técnicas analiticas possibilitam a determinacdo sem pré-
tratamento ou com um pré-tratamento minimo das amostras, como no caso da
espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF, do inglés X-ray Fluorescence) ou a
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser (LIBS, do inglés
Laser Induced Breakdown Spectroscopy)®. Em outras situacdes, a decomposicédo
de amostras sélidas é uma parte importante em métodos analiticos, que geralmente
necessitam de amostras na forma de solu¢des para as determinacdes. Esse é o
caso de técnicas altamente sensiveis como a AAS ou a espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, do inglés Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry)**.

Quando tratamos de amostras de interesse alimenticio, existe uma
grande necessidade de se conhecer a sua composicdo elementar, uma vez que
esses dados se relacionam com aspectos nutricionais para os individuos. Além dos
elementos essenciais, existem contaminantes que também necessitam ser
quantificados e, nesses dois casos, muitas vezes esses elementos estdo presentes
em concentragdes traco (niveis de pg/kg). Devido a essas baixas concentracdes e a
alta complexidade desse tipo de amostra, a correta escolha no pré-tratamento é
imprescindivel. Dentre as técnicas disponiveis para esse pré-tratamento, temos
métodos de decomposi¢cdo por via seca, por via Uumida com emprego de energia
térmica ou radiante e extragcbes com solucdes extratoras e uso de ultra-som, por

exemplo?.
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3.4 - Métodos de decomposicédo das amostras por via seca e umida

Os métodos de decomposi¢do por via seca geralmente utilizam cerca
de 0,1 a 1,0 g de amostra, que tem sua matéria organica decomposta por
aguecimento em frascos abertos em forno mufla. As temperaturas utilizadas néo
costumam ser superiores a 550°C, sendo determinantes em casos onde o0s
elementos de interesse sdo volateis. Para acelerar o processo de decomposi¢édo ou
mesmo evitar que perdas por volatilizagado ocorram, podem ser empregados agentes
oxidantes como nitrato e 0xido de magnésio. Assim, as cinzas resultantes podem ser
dissolvidas em &cidos adequados e as analises podem ser desenvolvidas?.

No caso dos métodos de decomposic¢ao por via Umida, normalmente os
procedimentos sdo realizados em frascos abertos, aquecidos em chapa de
aguecimento ou blocos digestores, em bombas de digestdo, que sao frascos
fechados de alta pressdo, e também em fornos de microondas. Para a
decomposicao, sdo empregados acidos de forma individual ou combinada (HCI,
H,SO,4, HNO3, HF, entre outros) e agentes oxidantes como H,O, ou misturas desses
reagentes. No caso de sistemas abertos, o ponto de ebulicdo do acido determina a
temperatura méaxima da decomposicao?.

Utilizando esses conceitos, KIRA e MAIHARA? realizaram a
determinacdo de elementos maiores (0,25 a 100 mg/L) e traco em produtos
derivados do leite por ICP OES apés a decomposi¢céo por via seca. Para amostras
de leite achocolatado, uma aliquota de 10 mL foi levada a um forno a 100°C para a
secagem. Entdo, a temperatura foi aumentada a taxa de 50°C por min, até que se
atingisse 450°C e essa temperatura foi mantida por 4 h. As cinzas foram dissolvidas
com HCI 10% (v/v) a quente e o volume final foi ajustado para 25 mL. Para o caso
das amostras de iogurte, 10 g foram pesados e secos a 100°C e o restante do
procedimento foi idéntico ao aplicado ao leite achocolatado. Dessa forma, uma série
de elementos puderam ser quantificados, com faixas de concentracdo de 0,04 £ 0,01
mg/kg (Cr em iogurte) a 1758 + 29 mg/kg (K em leite achocolatado). De forma
semelhante, os mesmos autores determinaram diversos elementos (Ca, Cr, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Na, P e Zn) em queijo mussarela, minas, prato e parmeséao por ICP
OES?%. Nesse caso, cerca de 2 g das amostras liofilizadas foram incinerados em

bico de Bunsen e levados a mufla com temperatura de 450°C. Esse processo foi
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repetido até a destruicdo total da matéria organica. Por fim, as cinzas foram
dissolvidas em 2,5 mL de HCI concentrado e o volume final foi ajustado para 25 mL.
Dessa forma foram obtidas concentracbes na faixa de 0,14 + 0,02 (Cr em queijo
minas) a 10551 £ 226 mg/kg (Ca no queijo parmesao).

OLSSON e OSKARSSON? utilizaram a decomposicéo por via seca
para a determinacdo de Cd em rins bovinos e suinos. Inicialmente, a amostra foi
pesada e seca a 103°C por 48 h. Entdo, procedeu-se a calcinacao por 24 h a 103°C,
sendo que ao final desse processo, 3 mL de agua destilada e desionizada foram
adicionadas e o processo de calcinacao foi repetido. Essa etapa foi repetida até que
toda a matéria organica fosse destruida. Nesse ponto, 5 mL de HCI 6 mol/L
suprapuro foi adicionado e posteriormente evaporado em banho-maria. Por fim, o
residuo foi dissolvido com 5 mL de HNO3; 10 mol/L e o volume final foi ajustado para
50 mL. ApGs esse tratamento, a concentracdo de Cd pdde ser determinada nas
amostras por FAAS, com limite de detec¢do de 6 pg/L e concentracbes médias de
0,575 e 0,244 mg/kg para o rim bovino e suino, respectivamente.

A determinacéo de Ca, Mg, P e Zn em fragcBes solluveis e micelares de
iogurtes foi realizada apés a calcinacdo em forno mufla®. As fracées foram obtidas
por centrifugacdo e permaneceram resfriadas até o procedimento de digestao.
Nesse ponto, realizou-se a secagem de 5 g de amostra em cadinhos de porcelana
com o auxilio de chapa de aquecimento. Os cadinhos foram entéo transferidos para
um forno mufla a 450°C, onde permaneceram por 24 h. Por fim, as cinzas foram
dissolvidas com HNO3; concentrado e dgua destilada e as determinacdes de Ca, Mg
e Zn foram realizadas por FAAS e o0 elemento P foi determinado por
espectrofotometria na regidao do visivel. Desse modo, faixas de concentracdes totais
de 1090-2050, 101-177, 878-1560 e 4,0-7,3 mg/L foram obtidas para Ca, Mg, P e
Zn, respectivamente.

A comparacdo de métodos de digestdo por via Umida e seca na
determinacao de Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn em legumes foi realizada por
MOMEN et al.?*®. Os materiais certificados de folha de espinafre e repolho foram
submetidos a trés procedimentos distintos. O primeiro deles utilizou 0,5 g de amostra
e uma mistura de 2 mL de HNO3; e 1 mL de H»SO, concentrados. A mistura foi
aguecida inicialmente a 125°C e a temperatura foi aumentada até que a completa
digestdo da amostra. Ao final, o residuo foi dissolvido com auxilio de 2,5 mL de HCI

e 0 volume foi ajustado em 50 mL. O segundo procedimento utilizado foi idéntico ao
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anteriormente citado, porém foram utilizados 4 mL de HNO3, 1 mL de H,SO4, e 1 mL
de H,O,. Como terceiro método, foi empregada a digestéo por via seca, onde cerca
de 3 g de amostra foram calcinados em cadinho de porcelana com o uso de
Mg(NO3), e Mg(NO3)./HNO3; como modificadores. A temperatura do conjunto foi
mantida em 100°C até a secagem e, apos isso, foi transferido para um forno mufla a
450°C por 2 a 3 h. O residuo remanescente foi dissolvido com 2,5 mL de HCl e 1,5
mL de HNOj3, ambos concentrados, e o volume final foi ajustado para 50 mL com
agua desionizada. Entdo, as solucbes foram analisadas por ICP OES e foram
obtidos limites de deteccéao inferiores a 2,5 pg/g, com repetibilidade na faixa de 1,5 a
8,0%. Ao final, a comparacdo mostrou que as melhores condi¢cdes de recuperacéo
foram obtidas com o uso da mistura de reagentes HNO3/H,SO4/H,0,, além de
indicar também a calibracdo com adi¢cbes de padrdo as amostras como forma de
evitar efeitos de interferéncia nas medidas.

CAVA-MONTESINOS et al.?’ utilizaram a radiacdo microondas de um
forno residencial na digestdo de amostras de leite de vaca para a determinacéao de
concentracbes ultratraco de Se e Te (11,1 a 26,0 e 1,0 a 9,7 ng/mL,
respectivamente) por espectrometria de fluorescéncia atdbmica com geracdo de
hidretos (HG-AFS, do inglés Hydride Generation Atomic Fluorescence
Spectrometry). Para tanto, cerca de 1 g de amostra foi seco em frasco de
politetrafluoretileno (PTFE) por 2 h em forno com temperatura de 160°C. Apos esse
periodo, foi adicionado 1 mL de HNOg3 concentrado ao frasco, que foi fechado e
levado ao forno microondas. Quatro ciclos de irradiacédo de 500 W de poténcia por 1
min foram empregados inicialmente, sendo que esses ciclos foram repetidos apos a
adicdo de 1 mL de H,O, 30% (m/v). Nesse ponto, foi adicionado 0,5 g de acido
ascorbico para eliminar o excesso de HNO; e o volume foi ajustado para 50 mL para
a determinacdo dos elementos. Com esse tratamento, foram obtidos limites de
deteccdo de 0,005 e 0,015 ng/mL para Se e Te, respectivamente. Além dos baixos
valores de concentracdo alcancados, o uso de radiacdo microondas proporcionou
um menor tempo necessario para o preparo da amostra quando comparado com o
método padrdo de digestdo por via seca. Com o mesmo procedimento, 0s autores
determinaram As e Sb em leite, obtendo limites de deteccao de 0,006 (As) e 0,003
ng/mL (Sh)®®. Para amostras comerciais de leite, as faixas de concentracdo obtidas

foram de 3,4 a 11,6 e 3,5a 11,9 ng/g para As e Sb, respectivamente.
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Para a determinacao das concentracoes de Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb, Se e Zn em 25 tipos de méis da Turquia, foram comparados procedimentos de
preparo de amostras por digestdo por via imida, seca e com emprego de radiacao
microondas®®. Para a digest&o por via seca, 1 g de amostra foi calcinada em forno a
temperatura de 450°C por cerca de 8 h, sendo o residuo dissolvido em 5 mL de
HNO3; 25% (v/v) e o volume final ajustado para 10 mL. No caso da digestédo por via
umida, foram utilizados 12 mL de uma mistura 2:1 em volume de HNO3; e H,0O, para
1 g de amostra. Essa mistura foi aquecida por 4 h até a secagem, quando o volume
foi ajustado para 10 mL. Para o procedimento que utilizou radiagdo microondas, 1 g
de amostra foi digerido com 3 mL de HNOj3; (concentrado) e 1 mL de H,0, (30% m/v)
conforme o seguinte programa: 2 min a 250 W, 2 mina 0 W, 6 min a 250 W, 5 min a
400 W, 8 min a 550 W e 8 min de ventilagcdo. Dessa forma, os elementos Fe e Zn
puderam ser quantificados por FAAS e os demais por espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite (GFAAS, do inglés Graphite Furnace AAS), com
valores de concentracédo de 1,8 a 10,2 ug/g para Fe, (o elemento mais abundante) e
0,9 a 17,9 ug/kg para Cd (o elemento menos abundante). Pela comparacdo dos
resultados obtidos, o método de decomposicdo com emprego de radiacao
microondas foi o que apresentou os melhores valores de recuperacéo, seguidos da
digestdo por via imida e pela digestéao por via seca.

De forma semelhante, DEMIREL et al.*°

avaliaram os mesmos tipos de
pré-tratamento de amostras para a quantificacdo de metais em uma série de
alimentos, como molho de tomate, arroz, grao-de-bico, nozes, avelas, sementes de
abobora, alho, pistache, cogumelos, carne bovina, carne de frango, leite, vinho tinto
e cerveja. Para o método de digestdo por via seca, cerca de 1 g de amostra foi
calcinado em forno a temperatura de 450 a 500°C por cerca de 20 h, quando as
cinzas foram dissolvidas em um volume de cerca de 1 a 2 mL de HNO3 concentrado.
Para a digestado por via umida em chapa de aguecimento, cerca de 1 g de amostra
foi utilizado, bem como 16 mL das seguintes misturas de reagentes concentrados:
HNO3/H,0; (6:2), HNO3/HCI (3:1), HNO3/HCI (1:3) e HNO3/H,SO, (6:2). No caso da
digestdo com radiagdo microondas, a mesma situacdo do caso anterior para a
massa de amostra e misturas de acidos foi empregada, utilizando um frasco fechado
de teflon e 0 seguinte programa de digestdo: 2 min a 250 W, 2 min a 0 W, 6 min a
250 W, 5 min a 400 W, 8 min a 550 W e ventilacdo por 8 min. Dessa forma, os

limites de deteccédo obtidos para os metais por FAAS foram de 0,013 mg/L para Cu;
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0,019 mg/L para Zn; 0,011 mg/L para Fe e 0,010 mg/L para Mn. Os valores das
massas caracteristicas em GFAAS para os elementos foram de 17 e 22 pg para Al e
Se, respectivamente. Dessa forma, as melhores condicdes de quantificacdo
puderam ser observadas e foram conseguidas com o uso da mistura HNO3/H,0,
(6:2) e radiacdo microondas, que proporcionaram as melhores recuperagdes para 0s
metais, principalmente para Se, que é um elemento volatil. Além disso, esse
procedimento produziu resultados mais precisos e exigiu um menor tempo para a
digestao.

Buscando um aumento na eficiéncia de decomposi¢do de amostras de
chas em forno de microondas com cavidade, SOYLAK et al.*® otimizaram as
condicbes de digestdo através de planejamento fatorial, onde as variaveis
otimizadas foram a composicédo da mistura de acidos, a poténcia das microondas e o
tempo de irradiacdo. Como resultado desse planejamento, a condi¢ao ideal para a
decomposicdo foi aquela que utilizou 6 mL de HNO; e 2 mL de H,O,, ambos
concentrados, poténcia de 550 W e tempo de irradiacdo de 8 min. Com isso, Cu, Zn
e Ni puderam ser determinados por FAAS e as faixas de concentracdo para esses
elementos nas amostras de chas foram de 6,4 a 13,1; 7,0 a 16,5 e 3,1 a 5,7 pg/qg,

respectivamente. De forma similar, COSTA et al.*

otimizaram as condi¢cbes de
digestdo de amostras de feijdo em forno de microondas focalizado para a
determinacao de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn por ICP OES. As variaveis estudadas foram
os volumes iniciais de HNO3 (4,0 e 7,0 mL) e H,SO,4 (1,0 e 3,0 mL) concentrados e a
temperatura nos estagios de maior incidéncia de radiacdo microondas (170 e 200°C
em ambos os casos). A quantidade de amostra utilizada foi de 500 mg e as
tendéncias mais representativas foram aquelas que indicaram uma diminuicdo no
volume inicial de H,SO,4 para melhores recuperacfes para todos 0s elementos e 0
aumento do volume de HNO3 e de H,SO,, ou seja, da mistura acida, para melhores
recuperacbes para Fe, Mg e Mn. Dessa forma, com a otimizagdo realizada o
procedimento empregado p6de gerar resultados precisos e exatos.

A avaliacdo da ingestdo diaria de nutrientes e elementos toxicos
através da andlise de alimentos foi realizada apds a digestdo das amostras em forno
de microondas com cavidade®®. Uma série de alimentos servidos no café da manha
e almoco em restaurantes de hospitais, colégios, asilos e empresas, foram avaliados
e os elementos foram determinados por espectrometria de massas com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled Plasma Mass
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Spectrometry). Para o preparo dos alimentos, uma massa de cerca de 0,2 e 1,0 g de
amostra foi tratada com 3 mL de HNOg, tendo o programa de digestdo empregado 3
etapas: 20 min a 500 W, 10 min a 800 W e 20 min para resfriamento (0 W). Com
isso, 0os elementos puderam ser determinados em faixas de concentracéo de 0,0003
a 0,027 mg/kg (Cd) a 1092 a 6241 mg/kg (K). Para Al, Sn, Cd, As, Sb, Hg e Pb,
elementos que ndo sdo considerados essenciais, ndo houve nenhum caso em que
estivessem acima dos limites estabelecidos por 6érgdos como a Organizacao Mundial
de Saude (WHO, do inglés World Health Organization), sendo a técnica adequada
para avaliagOes de qualidade de alimentos.

Como forma de aumentar a sensibilidade nas determinac¢des de Cd, Cr,
Cu, Ni e Pb em amostras vegetais por ICP OES, BEZERRA et al.** desenvolveram
um método de pré-concentracdo em fase sélida dos metais em coluna de Amberlite
XAD-4 modificada com é&cido dihidroxibenzéico (DHB). Assim, cerca de 0,4 g de
amostras de guaranda e repolho foram digeridos com o auxilio de 4,0 mL de HNO;3;
1:1 (v/v) em sistema de digestao pressurizado, que foi aquecido por 16 h em forno a
170°C. Ao final da digestdo, a solucéao resfriada teve o pH ajustado para 8 e os
metais puderam ser pré-concentrados na coluna de DHB/XAD-4. Entdo, os analitos
foram eluidos com HCI 1,0 mol/L e a determinacgédo foi realizada por ICP OES. Com
esse sistema, limites de deteccdo de 0,02 (Cd), 0,23 (Cu), 0,58 (Cr), 0,060 (Ni) e
0,54 ug/L (Pb) foram obtidos, mostrando-se o0 método sensivel, simples e de baixo
custo.

Em situagBes especificas, o uso direto das amostras é possivel, como

1.3 determinaram As em

para algumas amostras liquidas. EL-HADRI et a
refrigerantes, chas e sucos de frutas por HG-AFS apenas adicionando HCI e Kl as
amostras. Nesse caso, 8,5 mL de HCI concentrado e KI, suficiente para proporcionar
uma concentracao final de 0,1% (m/v), foram adicionados a um volume de 2 a 5 mL
de suco de frutas, 20 mL de refrigerante do tipo cola ou 10 mL de cha e o volume
final foi ajustado para 50 mL. Em seguida essa solucdo reagia em sistema de fluxo
com a solucéo redutora de NaBH, para a geracdo do hidreto e determinagcédo por
fluorescéncia atbmica. Os resultados foram comparados com o método padrdo de
digestéo por via seca e os valores de recuperacédo (%) de As no refrigerante, cha e
suco de fruta foram de 94 = 5, 101 + 9 e 94 + 6, respectivamente. Alem desses
resultados com boa exatiddo, a proposicdo da andlise direta mostrou-se uma

alternativa rapida.
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3.5 - Extracao (lixiviagdo) dos metais das amostras

Em determinadas situacdes, a simples lixiviagdo dos metais contidos
na amostra de interesse € suficiente para a sua disponibilizacdo em solugcéo. Nesses
casos, ndo ha a necessidade de se destruir a matriz da amostra, mas apenas de
romper ligacdes e/ou interacbes quimicas. Essa extracdo € dependente do tipo de
matriz e do elemento em estudo, o que implica em diferentes interacdes entre 0s
compostos da amostra®*. WIETESKA et al.*® determinaram uma série de elementos,
como Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Pb e Zn, em amostras vegetais utilizando extracéo e
acidos com diversas concentracfes. Os autores utilizaram dois procedimentos
distintos para a extracéo, sendo que o primeiro deles utilizou 0,5 g de amostra, 5 mL
de HCI concentrado ou de HNO3 diluido (1:5 v/v) e aquecimento a 90°C por 30 min.
Ao final desse intervalo de tempo, a amostra foi filtrada e as determinacdes
realizadas por GFAAS. O segundo procedimento utilizou a mesma massa de
amostra e 2 mL de HF 40% (v/v), sendo que a mistura foi aguecida a 90°C até a
secura. Nesse ponto, foi feita a adicdo de 5 mL de HCI concentrado ou de HNO;
diluido (1:5 v/v) e o aquecimento foi realizado a 90°C por 30 min. Com o tratamento
que ndo emprega HF, os resultados foram adequados para os elementos Zn, Cu,
Ca, Mg, Pb e Cd. Para os elementos Al e Fe esse procedimento ndo proporcionou
uma extracdo adequada, havendo a necessidade do uso de HF para a
disponibilizacdo quantitativa desses elementos. A faixa de concentracdo para o0s
elementos analisados foi de 1,12 + 0,12 (Cd) a 4470 + 210 ug/g (Mg) e estdo em
concordancia com os valores certificados e com aqueles obtidos pelas técnicas de
comparacao de digestdo de amostra por via seca e umida.

Como uma alternativa também rapida de pré-tratamento de amostras,
temos a extracdo de metais assistida com ultra-som, que é baseada no efeito
determinante da cavitacdo acustica. Nesse caso, bolhas sdo formadas e logo em
seguida as mesmas entram em colapso, quando ha um aumento localizado de
temperatura (cerca de 5000 K) e de presséao (cerca de 10 GPa). O emprego dessa
técnica proporciona uma alternativa que, além de rapida, é simples para o preé-
tratamento de amostras. H4 também um menor consumo de reagentes associado ao
procedimento, uma vez que muitos deles utilizam &cidos diluidos, o que também

contribuird para menores valores de branco™.
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MANUTSEWEE et al.*" determinaram Cd e Cu por GFAAS, além de Zn
por FAAS em amostras de peixe e mexilhdo apds extracdo com ultra-som. Nesse
caso, foram investigados o efeito da concentracédo de HNO3, HCI e de H,0O,, volume
de solucéo e tempo de extracdo. A melhor situacdo alcancada foi aquela que, para
uma massa de amostra de 0,2 g, utilizou um tempo de sonicagdo em banho de ultra-
som de 30 min, com temperatura de 56°C e 6 mL de solugéo 1:1:1 de HNO;3; (4
mol/L), HCI (4 mol/L) e H,0, (0,5 mol/L). Dessa forma, limites de deteccao de 0,41,
2,56 e 0,01 pg/L foram obtidos para Cd, Cu e Zn, respectivamente. As recuperacoes
no material certificado de musculo de cacdo foram de 80,9% para Cu e de 87,2%
para Zn, sendo que para Cd o método ndo apresentou bons resultados. Outro
procedimento rapido, facilmente aplicavel e de baixo custo foi proposto para a
determinacdo de Ca, Mg, Mn e Zn em plantas por FAAS ap0s extracdo ultra-
s6nica®®. Para tanto, otimizacées das condicdes de cavitacdo do banho ultra-som e
de extragcdo foram realizadas, ja que fatores como concentracdo do acido, tempo de
sonicacdo e tamanho de particula afetam diretamente a eficiéncia da extracao.
Dessa forma, 0,3 g de amostra (tamanho de particula menor que 75 pm) foram
misturadas com 15 mL de HNO3 0,14 mol/L e o conjunto foi submetido a 10 min de
sonicacgdo. Assim, recuperacdes na faixa de 96 a 102% foram obtidas para materiais
certificados de folhas de macieira e espinafre, sendo que esses valores nao diferem
significativamente daqueles obtidos pelo método de comparacao por digestdo por
via imida em um nivel de confianca de 95%.

FILGUEIRAS et al.*® compararam o uso da extracdo de Mg, Mn e Zn
com ultra-som com um procedimento que utiliza digestdo assistida com radiacéo
microondas. Com esse procedimento a determinacdo dos metais em amostras de
plantas utilizadas na alimentacdo humana, como canela, noz-moscada, salsa,
paprica doce, paprica picante e cha preto, pdde ser realizada por FAAS. Para a
extracdo, em um tubo de centrifuga cerca de 0,1 g de amostra foi misturada com 5
mL de HCI 0,3% (v/v) e 0 conjunto permaneceu por 3 min submetido a sonicacédo. Ao
final, o sobrenadante foi separado da fase solida por centrifugacdo por 4 min a 4500
rpm e foram realizadas as determinagdes. Os limites de deteccdo obtidos foram de
0,10 (Mg), 1,26 (Mn) e 0,65 pg/g (Zn) e as faixas de concentragdo nas amostras
para os metais foram de 1500 a 3000, 30 a 735 e 20 a 45 mg/g, respectivamente.
Esses valores sdo concordantes com aqueles obtidos com digestdo assistida com

radiagdo microondas, sendo que a extracdo tem como vantagens a maior rapidez,
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consumo de uma quantidade menor de reagentes, menor numero de etapas e maior
seguranca. Outro exemplo da extracdo de metais em amostras de alimentos € o
trabalho desenvolvido por DE-LEONARDIS et al.®, no qual Cu e Fe séo
determinados por GFAAS apods extracdo em HNOgj diluido. Nesse caso, a uma
aliquota de 2 a 3 g de dleos de oliva, soja e girassol foi adicionado 1 mL de HNO;3
10% (v/v), sendo que o sistema foi acondicionado em banho a 50°C com agitacao
por 2 h. Apés esse tempo, a amostra foi centrifugada por 5 min a 3000 rpm e a
fracdo aquosa pdde ser diretamente introduzida no amostrador do equipamento.
Dessa forma, recuperacdes de 94 + 23 e 97 + 12% foram obtidas para Cu e Fe,
respectivamente. A faixa de concentracdo obtida para os metais nas amostras foi de
1al4 (Cu)eb52abl7 pg/kg (Fe).

Para a determinacao de As, Se, Ni e V em peixes e alimentos marinhos
por espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacao eletrotérmica (ETAAS, do
inglés Electrothermal AAS), foi realizada uma extracdo com emprego de ultra-som*.
O procedimento utilizou 10 mg de amostra, com tamanho de particulas inferiores a
100 um, 1,5 mL de solucéo extratora de HNO3 (0,5 ou 3% v/v) e alta intensidade de
ultra-som (50% de amplitude e tempo de 3 min). A solugcdo resultante desse
processo foi analisada diretamente, ndo havendo necessidade de centrifugagéo ou
filtracdo, uma vez que as particulas decantam com facilidade. Com essa abordagem,
faixas de concentracdo de 12,6 a 190 (As), 0,73 a 2,34 (Se), 2,94 a 46 (Ni) e 0,82 a
5,14 pg/g (V) foram encontradas em amostras diversas como pescada, camarao e
mexilh&do. Os limites de deteccdo em tecido seco foram de 0,6; 0,3; 0,2 e 0,4 pg/g
para As, Se, Ni e V, respectivamente.

Como forma de aumentar a eficiéncia da lixiviagdo de metais em
amostras de chas, BORKOWSKA-BURNECKA et al.** adicionaram pequenas
quantidades de surfatante as solugcbes extratoras. A intencdo nesse caso € a de
promover uma estabilizacdo dos extratos e também assegurar que haja uma maior
penetracdo da solucao extratora na amostra solida pelo uso do tensoativo. Assim,
cerca de 0,3 a 0,5 g de amostra foi tratada com 25 mL de solucdo extratora e 0
conjunto foi mantido em banho ultra-som para sonicagdo por 40 min. Quatro
surfatantes foram testados, sendo que a base da solugéo extratora consistia de HCI
diluido (1,0 mol/L). As concentracdes na solucao foram as seguintes: 0,05% (v/v)
para TritonX-100; 0,00025 mol/L para brometo de di-dodecildimetilaménio (DDAB) e
0,00028; 0,00090 e 0,0022 mol/L para brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB). Os
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resultados de aumento de eficiéncia obtidos por ICP OES foram comparados com 0s
resultados para a extracdo com solucéo de HCl sem surfatante, sendo o incremento
na extracdo dependente do tipo de material da amostra e do tensoativo. Para os
elementos Mn, Pb, Ni, recuperacdes quantitativas foram obtidas com o auxilio dos
surfatantes, sendo que o seu uso ndo afeta as intensidades das linhas analiticas e
parametros como temperatura de excitagdo em ICP OES.

Uma comparacao do uso de extracdo de metais com ultra-som, analise
direta de suspensfes e digestdo assistida por radiacdo microondas para a
determinacao de Cd, Cu e Pb em amostras bioldgicas foi desenvolvida por LIMA et
al.*®. Nesse caso, cerca de 0,01 a 0,2 g de amostra e 2 mL de solucdo de HNOj; de
concentracfes 0,05 a 10% v/v foram submetidas a sonicacdo com sonda de ultra-
som por um periodo de 2 a 5 min. Apds essa etapa, a fase liquida foi separada por
centrifugacéo (5000 rpm por 5 min) e a determinacao foi efetuada por ETAAS. As
faixas de recuperacédo para os elementos foram de 95 a 105% para Cd, 90 a 101%
para Cu e de 88 a 98% para Pb. O uso da extracdo tem como vantagem a
preservacao da vida util do atomizador em ETAAS, uma vez que a matriz da amostra
ndo € introduzida como quando se utiliza a andlise direta da suspensao.
Comparando-se os resultados da digestdo com radiagdo microondas, nesse caso
especifico, os valores para a extracdo sdo mais precisos, uma vez que esse méetodo
apresenta uma menor possibilidade de contaminacéo.

Uma outra forma de promover a extracdo de elementos em uma
amostra é o uso da radiacdo microondas**. Nesse caso, amostras vegetais como
cebola e espinafre foram tratadas com agua, solucdo de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e de HCI (0,01; 0,10 e 1,0 mol/L). Para tanto, 0,6
g de amostra foram misturadas com 10 mL de solucédo extratora (agua, EDTA ou
HCI) em frasco de Teflon e submetidos ao seguinte programa de aquecimento: 5 min
a 250 W, 10 min a 400 W, 5 min a 550 W e 5 min a 250 W. Ao final, uma filtrag&o foi
realizada e o sobrenadante pode ser analisado por ICP OES, sendo que para 0s
elementos B, Ba, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr e Zn a extracdo com HCI| apresentou
resultados adequados quando da comparagédo com os valores de referéncia e com o
procedimento de digestdo com radiagdo microondas. O procedimento de extracao
com radiacdo microondas apresentou vantagens como simplicidade, rapidez e
adequada reprodutibilidade, aléem do fato de que o uso de solucdes de acido diluido

ou EDTA proporcionam um menor custo e risco de contaminagéao.
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3.6 - Analise de merenda escolar

Apesar da grande importancia da andlise de alimentos servidos para
criancas, que esta relacionada a necessidade de nutrientes para o correto
desenvolvimento desses individuos, poucos foram os artigos encontrados com
relacdo a esse tema durante a revisdo bibliografica. Na execucdo desta revisao
bibliografica foram utilizadas as palavras-chave school meals e infant food. Em
determinados trabalhos, principalmente na é&rea de saude, a estimativa das
concentracfes de nutrientes € baseada em tabelas e bancos de dados. Esse é o
caso do estudo dos alimentos e seu conteudo nutricional de escolas em distritos do
Mississipi®® e em escolas em areas de reservas indigenas nos estados de Arizona,
Dakota do Sul e Novo México, todos nos Estados Unidos da América. O mesmo
tipo de avaliacdo foi realizada em trés escolas da Inglaterra, onde estudavam
criancas de 9 a 15 anos*’. Nesses casos, através de descricdes detalhadas dos
alimentos e métodos de preparacdo, o contetdo nutricional foi determinado com o
uso de banco de dados eletrbnico. Esse tipo de abordagem proporciona uma
estimativa dos valores nutricionais.

Para valores mais exatos, é necessaria a analise direta dos alimentos,
como no trabalho desenvolvido por ROCA-DE-TOGORES et al.*®. Nesse caso, 29
amostras de cereais infantis foram analisadas para a investigacdo da presenca de
Cd e Pb. O pré-tratamento das amostras consistiu na digestao por via seca, onde 10
g de cereais foram mantidos em fornos a 450°C, por intervalo de tempo de 24 a 48
h. Apds esse periodo, para completar a digestao, foi adicionado 1 mL de HNO3;
concentrado e outro intervalo de aguecimento foi realizado. Por fim, as cinzas foram
dissolvidas com 400 pL do mesmo acido e o volume final foi levado a 10 mL, quando
a determinacdo dos elementos pOde ser realizada por ETAAS. Os limites de
deteccdo obtidos foram de 0,33 ng/g para Cd e 14,9 ng/g para Pb, com faixas de
concentracbes dos elementos nos produtos de 2,9 a 40 e 36,1 a 598,3 ng/qg,
respectivamente. Um abordagem semelhante foi realizada por FRONTELA et al.*,
porém nesse caso a determinacéo foi realizada para os elementos essenciais Ca, Fe
e Zn. As amostras, diversos tipos de cereais infantis disponiveis comercialmente,
foram tratadas em forno a 525°C por 24 h, seguido da adicdo de 3 mL de HNO;

concentrado e novo aquecimento até a secura da solucédo. Ao final, o residuo foi
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dissolvido com 1 mL de HCI concentrado e o volume final foi ajustado para 10 mL.
Dessa forma, a concentragao total dos elementos pode ser determinada em FAAS,
com recuperacdes no material de referéncia certificado de farinha de trigo integral de
100, 98 e 97% para Ca, Fe e Zn, respectivamente.

TINGGI et al.>® analisaram uma série de alimentos servidos a criancas
da cidade de Brisbane, Australia. Para tanto, o método de digestdo por via imida foi
utilizado como pré-tratamento das amostras, sendo que 1 a 2 g do alimento foi
tratado com 12 mL de HNO3 e 2 mL de H,SO,4 concentrados e aquecimento até total
digestdo. Entdo, os elementos Cr e Mn puderam ser determinados por GFAAS e
FAAS, com limites de deteccdo de Mn de 0,15 mg/kg e 1,10 pg/kg, para FAAS e
GFAAS, respectivamente. Para o Cr, o limite foi de 1,0 ug/g (GFAAS).

Por fim, CAMARA et al.* estudaram a bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe
e Zn em merenda escolar, comparando os resultados de dialise e digestdo simulada
com enzimas. Para a determinacgéo dos teores totais dos metais por FAAS, a matéria
organica foi destruida em forno a 450°C por 48 h, seguida de adicdo de 3 mL de
HNO3; concentrado e mais 24 h de aquecimento a 450°C. Ao final, o residuo foi
dissolvido com 1 ml de HCI concentrado e o volume final foi ajustado para 10 mL.
Dessa forma, os elementos puderam ser determinados por FAAS, sendo que as
faixas de concentracdes encontradas foram de 74,1 a 913 ug/g para Ca; 2,8 a 17,9

ug/g para Fe; 2,8 a 13,1 pg/g para Zn e 0,28 a 1,90 ug/g para Cu.

3.7 - Espectrometria de absor¢cédo atbmica com forno tubular na chama e
aerossol térmico (TS-FF-AAS)

Em 2000, como alternativa para se aumentar a sensibilidade em
sistemas de AAS, GASPAR e BERNDT™ propuseram a utilizacdo de um tubo
atomizador posicionado sobre a chama de ar/acetieno do queimador de um
espectrometro convencional de FAAS. As amostras sdo introduzidas nesse tubo
através de um capilar metalico aquecido pela propria chama do equipamento. Nessa
nova técnica, denominada de espectrometria de absorcdo atbmica com forno tubular
na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS), foi possivel a introducdo completa da

amostra e um tempo maior de residéncia da nuvem atdémica no caminho oOptico do



Reviséo Bibliografica 23

equipamento, da ordem de 134 ms. Essas modificacbes afetam diretamente a
eficiéncia da nebulizacdo, devido a introducdo total da amostra, bem como a
eficiéncia da atomizacdo, causada pelo maior tempo disponivel para a ocorréncia
dos fenbmenos de vaporizacdo. A introducdo das amostras € realizada por uma
bomba peristéltica que opera a baixa pressao, sendo a vazao do carregador uma
das variaveis estudadas no trabalho. Além da vazao, do diametro do capilar e da sua
composicao, foram testados o volume de amostra e configuracdes do tubo (nimero
de orificios). Assim, limites de deteccdo menores que os normalmente obtidos por
FAAS puderam ser alcangados para os elementos Cd, Cu, Hg, Pb e Tl. O aumento
no poder de deteccdo da técnica foi de 14 vezes para Cu até 67 vezes para Hg. Em
trabalho posterior, GASPAR et al.> utilizaram um capilar de silica fundida para a
vaporizacao e geracao do aerossol térmico e um cilindro de gas com presséo de 1
MPa (10 bar) como meio de transporte das solu¢des das amostras. Desse modo, um
volume de apenas 0,3 pL de solucédo de Pb, de concentragdo 5 pg/mL, pode ser
analisado com desvios padrédo relativos da ordem de 3%. O limite de deteccéo
encontrado nesse caso foi de 69 ug/L, valor 6,5 vezes melhor que em FAAS.
Resultados semelhantes foram observados também para outros elementos, como
Cd, Hg, Tl e Zn. Em 2003, DAVIES e BERNDT>® seguiram otimizando parametros
relacionados a TS-FF-AAS, como a composicdo do tubo atomizador e suas
dimensdes (diametro e espessura), a natureza do capilar ceramico e a vazao do
carregador. Nesses estudos, as melhores condigbes foram conseguidas para um
tubo de niquel puro de 100 mm de comprimento, diametro interno (d.i.) de 10 mm e
externo (d.e.) de 12 mm e com 6 orificios na parte inferior, de 2 mm de diametro
cada. O capilar com melhor resultado foi o de alumina ndo porosa de 100 mm de
comprimento, com 0,5 mm d.i. e 2,0 mm d.e. e a melhor vazéo foi a de 0,4 mL/min.
Assim, Ag, As, Au, Bi, Cd, Cu, Hg, In, K, Pb, Pd, Rb, Sb, Se, Te, Tl e Zn puderam ser
determinados com sensibilidade de 3 a 100 vezes maiores que aquelas relacionadas
a FAAS, sendo que os limites de deteccdo estdo na faixa de 0,2 (Zn) a 310 pg/L
(Se). Ainda relacionado & otimizacédo, BERNDT e PULVERMACHER®* utilizaram um
fluxo de ar comprimido de baixa presséo (< 20 kPa) para o transporte da amostra
como forma de simplificar o uso da TS-FF-AAS. Com o estudo das condi¢des de
operacao, foi possivel quantificar baixos niveis de concentracdo de Cd (0,005 a 0,3
Mo/g) e Pb (0,1 a 2,0 pg/g) em amostras de pimentas. Além desses resultados,

também foram obtidos baixos limites de detecc¢éo para Hg e TI.
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Como opgdo ao uso de chama acetileno-6xido nitroso para a
determinacado de Sn, foi proposta por LOBO et al.*® a utilizacdo da TS-FF-AAS com
chama acetileno-ar. Essa proposta visava diminuir os efeitos de desgaste no
espectrometro causados pela alta temperatura da chama de acetileno-6xido nitroso,
além do fato do comburente ter custo mais elevado que ar comprimido. Para tanto,
foram otimizadas variaveis como vazado do carregador (ar), volume e concentracdo
de HCI no padréo de 30 mg/L de Sn. Com isso, o limite de deteccdo para TS-FF-
AAS (1,7 mg/L) foi 5 vezes menor que em FAAS (9,6 mg/L), o que faz da proposicéo
inicial uma 6tima alternativa para a quantificagdo do metal em baixas concentracoes.

Visando um melhor entendimento das caracteristicas dos tubos
atomizadores utilizados em TS-FF-AAS, PETRUCELLI et al.*® utilizaram técnicas
como XRF e microscopia eletrénica de varredura (SEM, do inglés Scanning Electron
Microscopy) para a caracterizacado de tubos de niquel, titdnio e de ligas metalicas.
Para um melhor aproveitamento das informa¢des obtidas por essas técnicas, foram
empregadas ferramentas quimiométricas como analise de componentes principais
(PCA, do inglés Principal Component Analysis) e PCA de imagens. Com isso,
puderam ser confirmadas correlagfes sobre a baixa vida util de tubos de Ti (cerca de
5 horas) e a formacao de TiO, durante as determinac¢des. Ademais, foi demonstrado
que tubos de niquel usados por longos periodos de tempo apresentam pequenas
diferencas morfolégicas quando comparados com tubos novos, o que explica sua
alta reprodutibilidade mesmo apos 88 h de uso ou 2648 determinacdes. Outra
informacéo interessante do trabalho esta relacionada ao aumento de sensibilidade
para o elemento Cu quando do uso de tubos de Ti, da ordem de 2,5 vezes maior que
qguando se usa tubo de Ni, com limite de deteccao de 6,5 pg/L.

Uma das situacbes mais criticas em TS-FF-AAS é a formacao do
aerossol térmico, j& que isso afeta diretamente a sensibilidade da técnica. O
mecanismo de sua formacdo a baixas vazdes foi estudado através do uso de
imagens geradas por uma camera de alta resolucéo (18000 quadros/s)®’. Com esse
recurso, foi possivel observar um comportamento diferente do que aquele esperado
para aerossois formados por liquidos com altas pressdes (pressdes maiores que 1
MPa), onde existe uma distribuicdo continua de gotas. Quando se trabalha a baixas
vazbes, como 0,4 mL/min, ndo existe a formacédo de grande quantidade de gotas,
mas sim de um pulso liquido de natureza aleatéria, onde gotas maiores séao ejetadas

para dentro do tubo atomizador. Essas gotas maiores sdo provavelmente formadas
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devido ao efeito Leidenfrost. Esse efeito ocorre do contato de uma massa liquida
com uma superficie com temperatura superior a sua temperatura de ebulicao,
guando uma camada de vapor é formada, isolando a massa liquida da fonte de calor
e impedindo a sua rapida evaporacdo. Esse efeito ocorre no capilar ceramico,
formando as gotas maiores, bem como €, provavelmente, o responsavel pela
presenca de gotas menores no interior do tubo apdés o choque das gotas maiores
com a parede oposta. Dessa forma, comprova-se que ha uma influéncia maior dos
aspectos térmicos na formacao do aerossol, como variacfes das altas temperaturas

e o efeito Leidenfrost, do que os aspectos mecanicos anteriormente considerados.

3.8 - Uso da técnica de espectrometria de absorcédo atdmica com forno

tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS)

Em 2002, considerando o ambiente altamente oxidante disponivel no
interior do tubo aquecido quando se utiliza HNOs;, PEREIRA-FILHO et al.*®
propuseram a introducéo direta de amostras biologicas na forma de suspenséo para,
entdo, promover a digestdao simultdnea desses materiais com a atomizacdo dos
analitos. Nesse caso, 300 uL de suspensfes das amostras em meio de HNO3; 0,3
mol/L em diversas concentracdes foram testadas (0,1 a 1,0%), sendo que nas
andlises de amostras de extrato de tomate, limites de deteccgéo de 0,5; 4,3 e 3,5 pg/g
foram obtidos para Cd, Cu e Pb, respectivamente. Quando da aplicacao do teste t
nao pareado para avaliacdo da exatiddo com determinagcdes em amostras de
materiais certificados de referéncia, como rim suino, figado bovino, espinafre, folhas
de citricos e de tomateiro, comprovou-se que o0s resultados obtidos né&o
apresentaram diferencas significativas com os valores certificados em um nivel de
confianga de 95%.

Com a intencdo de aumentar ainda mais a sensibilidade, um sistema

1.>° com o uso de uma

de pré-concentracdo foi desenvolvido por IVANOVA et a
coluna de cromatografia liquida de Cjg. Nesse procedimento, um fluxo de ar
comprimido impulsiona a amostra para a coluna, promovendo a pré-concentracdo do
metal. Isso feito, um fluxo de ar introduz 500 uL do liquido eluente na coluna e, na

sequéncia, o metal eluido é introduzido diretamente no sistema de TS-FF-AAS.
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Dessa associagao, foram obtidos aumentos de sensibilidade em comparagdo com
FAAS da ordem de 610 (Pb) e 1960 vezes (Cd), com limite de deteccéo de 0,17 (Pb)
e 0,007 pg/L (Cd). Além disso, a quantificacdo desses elementos em materiais de
referéncia como figado bovino e folhas de pomar mostrou adequada concordancia
com os valores certificados.

Uma outra forma de se aumentar a sensibilidade nas determinacdes
em TS-FF-AAS para Cd é a sua ligacdo com o complexante o, o-dietilditiofosfato de
aménio (DDTP), como reportado por TARLEY e ARRUDA®®. O complexo formado &,
entdo, adsorvido em uma espuma de poliuretano (PUF, do inglés polyurethane foam)
para a pré-concentracdo, que é realizada em linha, e posterior eluigdo com uma
solucéo 80% (v/v) de etanol. Com esse arranjo, péde-se trabalhar numa faixa linear
de 0,4 a 15,0 pg/L, sendo que o limite de deteccéo obtido foi da ordem de 0,12 pg/L.
Esse limite de deteccéo é 5 vezes maior em TS-FF-AAS sem a pré-concentracao.
Utilizando o mesmo sistema descrito anteriormente, através do emprego de
planejamento fatorial, variaveis como pH, vazao e concentracdo de DDTP puderam
ser otimizadas e, entdo, os resultados obtidos puderam ser aplicados para a

determinacdo de Cu. Dessa forma, TARLEY at al.®*

, conseguiram limite de deteccao
de 0,22 ug/L, com desvio padréo relativo de 1,1% para solugdes contendo 30 ug/L
do metal. A mesma metodologia foi empregada para Pb®?, obtendo-se bons
resultados na determinacdo do elemento em amostras de aguas e vegetais, com
limite de deteccdo de 1,5 ug/L. Nesse trabalho, ainda foram investigados possiveis
efeitos de interferéncia no sinal de Pb por outros metais que também complexam
com o DDTP, como Cd, Co, Cu, Fe, Ni, Mn e Zn. Foi mostrado que concentracoes
maiores que 5 mg/L de Co, Cu e Ni, 10 mg/L de Cd, Mn e Zn e 100 mg/L de Fe
apresentaram efeitos de interferéncia nas determinacoes.

De forma semelhante, PEREIRA et al.®® complexaram Cd e Pb com
pirrolidinoditiocarbamato de aménio (APDC) e, posteriormente, pré-concentraram o
metal pela adsor¢cdo do complexo em 40 mg de uma mistura de fulerenos Cgo € Cro.
Apos a eluicdo, a quantificacdo foi realizada por TS-FF-AAS com aumento de
sensibilidade em relacdo a FAAS de cerca de 675 e 200 vezes para Cd e Pb,
respectivamente. Para a estimativa da exatiddo, foram utilizadas amostras de agua
naturais e com a adicdo dos metais, bem como materiais certificados de centeio e
rim suino. Nessas situacoes, limites de deteccao de 0,1 (Cd) e 2,4 ug/L (Pb) foram

obtidos, com desvios padrao relativos menores que 4,5% (n = 10). Nesse trabalho,
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os valores foram concordantes com os obtidos pela técnica de ETAAS. Um método
similar foi empregado para a determinacdo de Cd®, com a pré-concentracdo sendo
realizada em uma minicoluna preenchida com bagaco de uva, um adsorvente
natural, e eluicdo com HCI 1 mol/L. Foi obtido um limite de deteccédo de 0,03 ug/L e
os valores encontrados nos materiais de referéncia (centeio, farinha e pao integral)
estdo em concordancia com os valores certificados em nivel de confianca de 95%.

Um outro sistema de pré-concentracdo, que utiliza nanomaterial,
mostrou-se eficiente para a determinacdo de Cd por TS-FF-AAS®®. A adsorcdo
altamente seletiva do metal por nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT, do inglés Multiwall Carbon Nanotubes), sem a necessidade de
complexacao, proporcionou um aumento de 51 vezes no fator de pré-concentracéo e
a obtencéo de limites de deteccéo e quantificacdo de 11,4 e 38,1 ng/L, sendo esse
método adequado para a analise de amostras de aguas e fumos.

A complexacdao de Cd em fluxo em uma coluna de Amberlite XAD-2
impregnada com 2-(2-tiazolilazo)-5-dimetilaminofenol (TAM) e posterior eluicdo com
HCI 1,0 mol/L foi a estratégia adotada para a quantificacdo do metal em niveis
ultratraco por TS-FF-AAS®®. Com essa configuracdo, um limite de deteccéo de 8,0
ng/L foi obtido e o metal pdéde ser determinado com adequada concordancia em
amostras de referéncia de folhas de macieira, de pomar e farinha de arroz.

Sem utilizar técnicas de preparo de amostra que fossem adequadas
para 0 aumento de sensibilidade da técnica de TS-FF-AAS, NASCENTES et al.®’
obtiveram recuperagfes que variaram de 97,7 a 105,3% na determinacéo de Cu e
Zn em amostras de leite que apenas foram diluidas em agua ou solucdes de aminas
terciarias soluveis em agua (CFA-C). Dessa forma, uma analise simples e rapida
proporcionou valores de limites de deteccdo de 2,2 e 0,91 ug/L para Cu e Zn em
meio aquoso, respectivamente. Esses valores sdo menores que aqueles
conseguidos usualmente em FAAS. Em outro trabalho®®, amostras de cerveja foram
desgaseificadas e diluidas com HNO3; 0,14 mol/L, sendo analisadas diretamente.
Com isso, foram obtidos limites de deteccao de 2,2; 18; 1,6 e 0,9 ug/L para Cu, Mn,
Pb e Zn, respectivamente. Os valores foram comparados com os obtidos por GFAAS
e ndo houve diferengas significativas entre eles em um nivel de confianca de 95%.

Em 2005, visando a minimizacao da quantidade de amostra utilizada e
de contaminacao ou perdas no processo, 0 conceito de analise em mini-frascos foi

aplicado na decomposicao de trés tipos de plantas medicinais, tanto em fornos de
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microondas fechados como focalizados®. Para isso, 5 mg de amostra e 400 pL de
reagentes (HNO3 concentrado e H,O, 30% v/v) foram adicionados em minifrascos de
polipropileno que foram submetidos a radiacdo microondas. Dessa forma, a
quantificacdo de Cd pbde ser realizada por TS-FF-AAS utilizando-se pequenas
quantidades de amostras e o limite de detecg&o nesse caso foi de 0,9 pg/L.

Em 2006, como forma de se contornar o problema relativo a baixa
sensibilidade em determinacfes de Co devido a sua alta temperatura de atomizacao,
foi proposto um método por DONATI et al.”> que modifica o comportamento
termoquimico do elemento, através da formagdo de compostos volateis de Co.
Inicialmente, uma extragdo do metal com HCI 1,0 mol/L foi realizada e, entédo, o
metal foi submetido a um procedimento de pré-concentragcdo por ponto nuvem. A
melhor situacéo foi conseguida com o uso de APDC como complexante e Triton X-
114 como surfatante, sendo obtido um limite de deteccdo de 2,1 pg/L. Efeitos de
interferéncia no sinal do Co foram estudados para os elementos Al, Fe, Mn e Cu,
sendo que apenas para os dois primeiros foi observada uma interferéncia negativa
de 60 vezes. Esse fendbmeno foi minimizado pelo uso da extracdo com HCI 1,0
mol/L, que extrai mais facilmente o metal de interesse que 0s concomitantes. A
verificagcdo da exatiddo do método foi realizada com a quantificagdo do metal em
amostras de referéncia de figado bovino e de folhas de tomateiro, com resultados
em concordancia com os valores certificados em um nivel de confianca de 95%.

No mesmo ano, WU et al.”* aplicaram a mesma estratégia, de pré-
concentragcéo por ponto nuvem, para a determinacédo de concentragdes ultratraco de
Cd em amostras de aguas e urina. As diferencas essenciais desse procedimento

para aquele descrito por DONATI et al.”

séo a utilizacdo de um tubo atomizador de
quartzo e a mineralizacado das amostras de urina com radia¢cdo microondas ao inves
da extracdo com acidos diluidos. Dessa maneira, os resultados obtidos para o metal
foram concordantes com aqueles obtidos pela técnica utilizada para comparacéo,
ICP-MS. Com essas configuracdes, o limite de deteccdo de 0,04 ug/L foi obtido para
um volume de amostra de 10 mL.

De forma similar, MATOS E ARRUDA"? utilizaram a mesma abordagem
da derivatizacdo para a criacdo de uma espécie volatil de Co e sua determinacdo em
amostras ambientais, porém nao foi realizada uma etapa de pré-concentracdo como
no trabalho anteriormente citado. Para esse caso, a reacdo do metal com o

complexante dietilditiocarbamato de sédio (DDTC) gera o composto volatil, que é
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entdo determinado por TS-FF-AAS. Com a otimizacdo de parametros como pH,
concentracéo e volume do complexante, volume de amostra, composi¢cado da chama
e configuracdo do tubo atomizador, foi conseguido um aumento no poder de
deteccdo de 17 vezes quando comparado com FAAS e limite de deteccao de 7 pg/L.
Os resultados obtidos para os materiais de referéncia de sedimento de lago e
sedimento marinho mostraram uma adequada concordancia com os valores
certificados, ndo havendo diferencas significativas em um nivel de confianca de
95%.

Posteriormente, COELHO et al.”® utilizaram a técnica de pré-
concentragcdo por ponto nuvem com 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) como
complexante e Triton X-114 como surfatante para a determinacdo multielementar
sequencial de Cd, Cu e Pb. Nesse caso, as variaveis pH, concentracdo do tampéo
borato e volume de solugdo NaCl 1% (m/v) foram otimizadas e, dessa forma, fatores
de enriquecimento na pré-concentracao de 59, 25 e 21 foram obtidos para Cd, Cu e
Pb, respectivamente. Os limites de deteccéo foram de 0,025 (Cd), 0,38 (Cu) e 0,43
ug/L (Pb), sendo que a repetibilidade, expressa pelo desvio padrao relativo, ficou
entre 3,4 e 8,7% para os elementos. Por fim, os metais foram determinados por essa
técnica em amostras de agua mineral e, para se avaliar a exatiddo do método, foram
determinados em material de referéncia de elementos traco em agua, com valores
concordantes em nivel de confianca de 95%.

GONZALEZ et al.” determinaram Cd, Pb e Zn em &guas e sedimentos
marinhos provenientes da Baia de Concepcién e da enseada de Aysén, Chile, e os
LD obtidos foram de 0,32; 2,6 e 0,21 ug/L, respectivamente. Em um outro trabalho,
PEREIRA et al.”® quantificaram Zn em amostras de chas por TS-FF-AAS™, com a
obtencéo de limite de deteccao de 10 ug/L e exatiddo avaliada pela quantificacdo do
metal em material de referéncia certificado, com resultados concordantes em nivel
de confianca de 95%.

Muitos trabalhos disponiveis na literatura reportam a utilizacdo da TS-
FF-AAS para a determinacdo dos elementos Cd, Pb, Zn, além de Co, Cu e Mn. A
primeira comunicacdo de uma avaliacdo criteriosa sobre o comportamento do
elemento Se foi desenvolvida em 2007 por ROSINI et al.”®. Nesse trabalho, foram
otimizadas diversas variaveis que poderiam interferir nos valores das absorbancias
obtidas e, através desses estudos, foi escolhida uma chama oxidante, agua como

carregador e altura do queimador de 1,5 cm acima da chama. Além disso, foram
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confirmados possiveis efeitos de interferéncia de elementos normalmente presentes
em materiais biolégicos, como Ca, K, Na e Mg. Dessa forma, optou-se por se utilizar
a técnica de adicbes de padrdo para a calibracdo, com a obtencdo de limite de
deteccdo de 8,7 pg/L, que representa um aumento de sensibilidade de 95 vezes
quando comparado a FAAS. Para a avaliagdo da exatiddo do método, materiais de
referéncia de rim suino e de mexilhdo foram utilizados, sendo que os valores obtidos
foram concordantes com aqueles certificados em um nivel de confianca de 95%.

Outro metal pouco citado em TS-FF-AAS € a prata. Em trabalho
publicado em 2008”", 0 uso de extrac&o por ponto nuvem com deslocamento de fons
(D-CPE, do inglés Displacement-Cloud Point Extraction) se mostrou capaz de
quantificar Ag de forma seletiva em amostras complexas, como solos, sedimentos
marinhos e minério. A estratégia empregada se baseia na capacidade diferenciada
de complexacgdo do ligante dietilditiocarbamato de sédio (DDTC) com os metais. Em
um primeiro passo, o ligante é coordenado com o metal Cu e, ap0s separacdo de
fases, a fase rica € utilizada para a extracdo da Ag, uma vez que a estabilidade do
complexo Ag-DDTC € maior que para Cu-DDTC. Por fim, a nova fase rica contendo
Ag é diluida com HNO3; 10% (v/v) e metanol 20% (v/v), sendo entdo a concentragdo
do metal determinada por TS-FF-AAS. Com esse arranjo, o limite de deteccéo
obtido, de 0,2 pg/L, € comparavel aqueles conseguidos por ICP OES e cerca de uma
ordem de grandeza melhor que para FAAS.

Por fim, a associacao de modelos de calibracdo multivariada com TS-
FF-AAS foi desenvolvida por PETRUCELLI et al.”® para a determinacdo de Cd e Pb
em amostras de lodo de esgoto. Utilizando-se os perfis totais dos picos obtidos em
57 s de andlise e, aplicando-se o método dos minimos quadrados parciais (PLS, do
inglés Partial Least Squares), limites de deteccao de 0,2 e 0,7 yg/kg foram obtidos
para Cd e Pb, respectivamente. Esse tipo de calibracdo proporcionou limites 3 vezes
menores que aqueles conseguidos quando foi empregada a calibragéo linear com
solucdes de padrdao em meio aquoso. Dessa forma, houve boa concordéancia entre
os valores certificados, das mineralizacdes e dos resultados do PLS, sendo que esse
tipo de abordagem pode ser expandido para outros metais e amostras,
principalmente em casos onde podem existir fortes efeitos de interferéncia por
concomitantes.

Dessa forma, pode-se comprovar que a técnica é aplicavel para

determinacdes de diversos metais em variadas amostras de interesse ambiental, de
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alimentos e em materiais bioldgicos, constituindo-se como uma alternativa viavel

para determinacdes em baixas concentracdes dentre as técnicas espectrométricas.



Capitulo 4:

PARTE EXPERIMENTAL
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4 - Parte Experimental

4.1 - Equipamentos e acessorios

As determinacbes de Cd, Fe, Pb e Zn foram efetuadas em um
espectrometro de absorcdo atdbmica com chama, modelo Spectra AA640 (Varian,
Australia). Esse equipamento possuiu uma lampada de deutério para correcdo de
sinais de fundo. O espectrometro utiliza lampadas de catodo oco (HLC) como fonte
de radiacéo (Varian) e em todas as determinac¢des foi utilizada uma chama oxidante
de ar (13,5 L/min) e acetileno (2,0 L/min). Os demais parametros instrumentais
(como corrente da lampada e comprimentos de onda) utilizados foram aqueles

recomendados pelo fabricante e sdo apresentados na Tabela 4.1.1.

TABELA 4.1.1. Condi¢cdes experimentais para as medidas espectrométricas em

absorcéo atdbmica para a determinacédo de Cd, Fe, Pb e Zn

. . Corrente da lampada
Comprimento de onda Resolugéo espectral

Elemento de catodo oco
(nm) (nm)
(MA)
Cd 228,8 0,5 4,0
Fe 248,3 0,2 10,0
Pb 283,3 1,0 10,0
Zn 2139 1,0 50

Ferro e Zn foram determinados por FAAS enquanto que Cd e Pb, por
TS-FF-AAS. As condigOes operacionais da TS-FF-AAS serdo descritas na subsecéo
4.1.1.
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Para o preparo das amostras foram utilizados um banho ultra-som
modelo USC 1400 (Unique, Brasil), um agitador vortex modelo 37600 Mixer
(Thermolyne, EUA), uma centrifuga modelo Hermle Z200A com forca centrifuga
relativa maxima de 4185 x g (Labnet, Alemanha), uma balanca analitica modelo
AS200 (Ohaus, Brasil), um jogo de peneiras (Bertel, Brasil) e um forno de
microondas com cavidade modelo Ethos 1 (Milestone, Italia).

4.1.1 - Espectrometria de absorcdo atdmica com forno tubular na chama
e aerossol térmico (TS-FF-AAS)

Um esquema ilustrativo da configuracdo do sistema da TS-FF-AAS é

mostrado na Figura 4.1.1.1.

} TS-FF-AAS :
| Injecdo em Fluxo I FAAS -
Estado de
injecao
M
Tubo
Bomba peristaltica Estado de Capilar atomizador
amostragem ceramico
Carregador (0,5 mm di)f
—> ) ,W — Alca de
Descarte amostragem L
\ / P
Amostra Suporte / )
ceramico Queimador

FIGURA 4.1.1.1. Esquema representativo da montagem do sistema da TS-FF-AAS

Para a montagem do sistema foi utilizado um suporte de aco inoxidavel
com quatro pinos ceramicos. Esse suporte € adaptado sobre o queimador da chama

de ar/acetileno original do espectrometro e tem como funcdo apoiar o tubo
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atomizador. Além desse suporte, a TS-FF-AAS é formada por um sistema de
propulsdo e neste trabalho foi utilizada uma bomba peristaltica (Marca Ismatec,
modelo MPC). Para a injecdo das amostras, brancos e solu¢des padrao, foi utilizado
um injetor comutador confeccionado em acrilico. Na configuracdo do sistema em
fluxo foram utilizados tubos de propulsdo e de extensdo de Tygon (marca Cole-
Parmer) cores amarelo/amarelo (1,37 mm d.i.) e vermelho/vermelho (1,14 mm d.i.),
além de tubos de polipropileno com 0,75 mm d.i.

No desenvolvimento da parte experimental foram testados tubos
atomizadores de niquel 200 e de Hastelloy 276¢c (ambos fornecidos pela empresa
Camacam, Brasil), com 100 mm de comprimento, 10 mm de d.i. e 12 mm de d.e. e
capilares ceramicos de Al,O3; (Marca Friatec, Alemanha) ndo porosos de dimensdes
iguais a 100 mm de comprimento, 0,5 mm de d.i. e 2,0 mm de d.e.. A composicéo e
as propriedades fisicas dos tubos metalicos sdo apresentadas nas Tabelas 4.1.1.1 e
4.1.1.2 , respectivamente’®.

TABELA 4.1.1.1. Composicao das ligas de Hastelloy 276c¢ e Niquel 200

Composicéao (%)
Liga

Ni Cr Fe Mo W Cu

Hastelloy 276c 53 15 6 16 4 6

Niquel200 99,0 - 040 - - 0,25

TABELA 4.1.1.2. Propriedades fisicas das ligas de Hastelloy 276c¢ e Niquel 200

Propriedade fisica Hastelloy 276¢c  Niquel 200
Densidade (g/cm?®) 8,9 8,9
Calor especifico (J/gK) 0,47 0,47
Condutividade térmica (W/mK) 10,2 69,0

Ponto de fuséo (°C) 1347 1440
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4.2 - Reagentes e solucdes

Em todas as preparacdes de solucbes foi utilizada adgua destilada e
desionizada (Milli-Q Plus, Millipore, Bedford, EUA). As solucdes de calibragdo foram
preparadas apos diluicbes sucessivas de solucdes padrdao de Cd, Fe, Pb e Zn de
concentracdo 1000 mg/L (Merck, Alemanha). No preparo das solu¢cbes extratoras de

concentracdes 0,1 e 1,0 mol/L, foram utilizados HNO3; e HCI concentrados (Merck).

4.3 - Amostras e materiais de referéncia certificados

As amostras utilizadas fazem parte da merenda de escolas da cidade
de Campinas (Estado de S&o Paulo) e foram compostas de arroz com legumes (AL),
carne com batatas (CB), carne com molho (CM), feijao (FJ), feijjao com Fegatelli (FF)
e Fegatelli (FG). Esses alimentos foram preparados seguindo-se 0s procedimentos
convencionais de coccdo e, entdo, liofilizados no Laboratério de Dietética da
Faculdade de Nutricdo da Pontificia Universidade Catolica de Campinas (PUC-
Campinas). Nesse mesmo laboratorio foi desenvolvido o suplemento denominado
Fegatelli, que é um caldo utilizado como fonte de Fe, Zn e vitaminas. Esse caldo é
preparado refogando-se o figado de aves com cebola e alho, sendo que, entdo, esse
refogado € processado em liquidificador com leite e creme de leite. Nesse ponto, o
suplemento esta pronto para ser incorporado ao alimento ou pode ser congelado
para posterior suplementacdo. Sua incorporacao a alimentos como carne ou feijao e
feita diretamente no momento do preparo.

Para se estimar a exatiddo do método proposto, os elementos de
interesse foram determinados em um material de referéncia certificado de figado
bovino (Bovine Liver - SRM 1577b). As concentracdes certificadas (todas em mg/kg)
de Cd, Fe, Pb e Zn séo 0,50 + 0,03; 184 * 15; 0,129 + 0,004 e 127 + 16,

respectivamente.
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4.4 - Descontaminacdo dos materiais

Previamente ao uso, todo o material empregado foi lavado com agua e
detergente, enxaguado com agua destilada e colocado em banho de HCI (10% v/v)
por 24 h. Apos a retirada do banho acido, o material foi lavado com agua destilada e

desionizada e deixado em capela de fluxo laminar (Veco, Brasil) para a secagem.

4.5 - Procedimento Experimental

4.5.1 - Otimizacao do sistema operacional da TS-FF-AAS

Para a obtencdo de um melhor funcionamento do sistema e,
consequentemente, de maior sensibilidade, foram investigadas as variaveis volume
de amostra, vazdo do carregador, tipo de tubo atomizador metalico e tipo de
carregador. Para que essa otimizacao fosse realizada de forma mais eficiente e com
maior aproveitamento dos resultados obtidos®®, foi realizado um planejamento
fatorial fracionario 2*'. A variavel carregador foi obtida pela combinacdo das
variaveis 1 (volume), 2 (vazdo) e 3 (tubo) e em todos os experimentos foram
utilizados 2 niveis (normalizados em -1 e +1). Os volumes de amostra utilizados
foram 25 uL (-1) e 100 pL (+1), as vazdes do carregador foram de 0,4 mL/min (-1) e
0,6 mL/min (+1), tubo de Ni-99% (-1) e de Hastelloy 276¢ (+1) e carregador H,O (-1)
e HNO; 0,01% v/v (+1). A forma com que os experimentos foram realizados é
mostrada na Tabela 4.5.1.1.

Desse modo, 8 experimentos foram realizados e para cada um deles
foi construida uma curva de calibracdo de Zn (25, 50, 75, 100 e 125 pg/L), sendo
que as respostas estudadas foram a inclinacdo da reta (a), o coeficiente de
correlacéo (r), os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), além do desvio
padrao relativo dos brancos (RSD). A escolha pelo uso de Zn nesses experimentos

foi devida a intencdo inicial de se determinar o elemento pela técnica de TS-FF-AAS.
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TABELA 4.5.1.1. Experimentos realizados no planejamento fatorial fracionario 2**

para a otimizagao das condi¢des do sistema operacional da TS-FF-AAS

Experimento  Volume (1) Vazédo (2) Tubo (3) Carregador (123)

1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
S -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1

4.5.2 - Otimizacao das condi¢cOes de extracdo dos metais nas amostras

de alimentos

Na avaliagdo das melhores condicdes da extracdo dos metais
utilizando &cidos diluidos, foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2.
Nesse caso, as variaveis estudadas foram a massa (variavel 1) de amostra (100 e
200 mg, niveis -1 e +1, respectivamente), volume (2) de acido (5 e 10 mL),
concentracgéo (3) do acido (0,1 e 1,0 mol/L), tipo (4) de acido (HCI e HNO3), tipo de
agitacdo da mistura amostra e solugcdo extratora (vortex e ultra-som), tempo de
agitacdo (5 e 10 min) e filtracdo (sem e com filtracdo). As variaveis tipo de agitacéo,
tempo de agitacdo e filtracdo foram obtidas através da combinacdo das variaveis
(123), (124) e (1234), respectivamente. A Tabela 4.5.2.1 mostra como o0s

experimentos foram realizados.



Parte Experimental

39

TABELA 4.5.2.1. Experimentos realizados no planejamento fatorial fracionario 2”3

para a otimizagao das condi¢des de extragdo dos metais nas amostras de alimentos

Massa Volume . Tipo __ Tempo
Concentracao Tipo de
de de de  Filtracdo
Experimento o do acido . agitagdo
amostra acido acido agitacdo (1234)
3) (123)

1) 2) (4) (124)
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

Com esse tratamento, as concentracdes de Fe e Zn extraidas puderam

ser obtidas por FAAS para cada um dos 16 experimentos e esses valores foram

utilizados como a resposta do planejamento.
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4.5.3 - Avaliacdo da extracdo dos metais em funcdo do tamanho de

particula

Para a avaliacdo das condicbOes de extracdo dos metais em funcéo do
tamanho das particulas das amostras, a amostra AL foi tratada em peneiras com
tamanhos distintos de malha (106, 212 e 600 pm). A amostra AL original foi
separada em trés partes. A primeira parte foi manualmente moida e peneirada na
peneira com 106 pum. A segunda e terceira partes foram também moidas e
peneiradas nas peneiras com 212 e 600 um, respectivamente. Desta forma, ao final
deste processo foram obtidas trés fracbes: tamanho de particula < que 106 (fracdo

1), < que 212 um (fracéo 2) e < que 600 um (fracdo 3).

4.5.4 - Digestéao das amostras por radiagdo microondas

Os resultados observados na extracao foram comparados com agueles
obtidos na digestéo assistida por radiagdo microondas. A massa de amostra utilizada
foi igual a 250 mg e a essa massa foram adicionados 2 mL de HNO3; concentrado e
1 mL de H,0, 30% (m/v). Entdo, um volume de 5 mL de &gua destilada e deionizada
foi adicionado para se completar o volume minimo recomendado pelo fabricante do
equipamento (8 mL). Nesse ponto, as amostras e reagentes foram submetidos ao

.81 conforme indicado na Tabela

programa de digestao proposto por GOUVEIA et a
4.54.1.

Por fim, as amostras digeridas foram transferidas para frascos plasticos
adequados, o volume final foi ajustado para 10 mL com agua destilada e

desionizada e as determinag¢des dos metais foram realizadas.
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TABELA 4.5.4.1. Programa de digestdao assistida por
empregado para a decomposi¢cédo das amostras de alimentos
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radiacdo microondas

Etapa Tempo de permanéncia nesta etapa (min) Poténcia aplicada (W)

1

2

1
1
3
5

7,5

250

0

250

400

800
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5 — Resultados e Discussao

5.1 - Otimizacao das condicOes operacionais da TS-FF-AAS

Para o planejamento experimental fracionario 2** foram construidas
curvas de calibragdo para o elemento Zn com concentracdes de 25 a 125 ug/L e a
Figura 5.1.1 (Partes 1 e 2) mostra os sinais analiticos das 5 solu¢des de calibracéo
obtidos para os 8 experimentos. O Zn foi utilizado nesta otimizacg&o, pois inicialmente
foi cogitada a utilizacdo da TS-FF-AAS nestas determinagfes, mas suas
determinacdes foram realizadas posteriormente por FAAS devido a concentracdo
elevada do elemento nas amostras. Nesses resultados, é interessante comparar 0s
sinais de 2 experimentos com perfis diferentes, o que esta relacionado diretamente
com o fato de que as variaveis do planejamento apresentam todos 0s seus niveis
opostos. Para o experimento 4, o volume utilizado de amostra foi de 100 pL, vazao
de 0,6 mL/min, tubo de Ni e carregador HNO3 0,1% v/v e no experimento 5, volume
de amostra de 25 uL, vazédo de 0,4 mL/min, tubo de Hastelloy 276c e carregador
H,O. Nesta figura a escala do eixo y (absorbancia) foi propositadamente igual em
todos os casos, para facilitar a comparagéo dos dados.

Integrando-se a area sobre 0s picos, construiu-se entdo uma curva de
calibracdo com os valores das absorbancias integradas para cada um dos
experimentos, sendo que as respostas utilizadas no planejamento puderam entdo
ser avaliadas. A escolha por se trabalhar com curvas de calibracdo proporciona uma
maior quantidade de informacdo, ou seja, de respostas para o planejamento
experimental. Ao se utilizar esse tipo de abordagem, ndo apenas informacdes
referentes as absorbancias ou absorbancias integradas podem ser obtidas, mas
também podemos conseguir informacgfes sobre a qualidade da curva de calibragédo
construida, através da inclinacdo da reta (a) e do coeficiente de correlacdo (r), e
sobre os LD e LQ, além dos valores para o SD dos brancos (n = 10).
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FIGURA 5.1.1. (Parte 1) Sinais analiticos dos padrbes de Zn introduzidos em
triplicata (25, 50, 75, 100 e 125 pg/L) obtidos no planejamento experimental para os
experimentos 1 (a), 2 (b), 3(c), 4 (d),5 (e) e 6 (f)
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FIGURA 5.1.1. (Parte 2) Sinais analiticos dos padrdes de Zn introduzidos em
triplicata (25, 50, 75, 100 e 125 pg/L) obtidos no planejamento experimental para os
experimentos 7 (g) e 8 (h)

5.1.1 - Avaliacéo da resposta inclinacéo da reta (a) para o planejamento

experimental

Para se avaliar a resposta inclinacdo da reta (a), foi construido um
grafico de probabilidades com os valores calculados para os contrastes relativos a
cada uma das variaveis e de suas interacdes no planejamento (Figura 5.1.1.1).
Nesse grafico podemos observar que as variaveis carregador (4) e vazéo (2), além
das combinacbes das quatro variaveis (12+34, 13+24 e 14+23), ndo apresentam
contrastes significativos, com valores préximos a zero. Essa situacdo indica que,
apesar das modificacbes nos niveis das varidveis, ndo existe uma variacao
apreciavel na resposta associada. Um exemplo é a variagdo da vazao (2), cuja
resposta é apenas -0,01171 s/ug/L quando se passa a usar 0,6 mL/min (nivel +1) ao
invés de 0,4 mL/min (nivel -1). No caso da variavel tubo atomizador, quando o
material metalico utilizado é Hastelloy 276c¢, temos uma diminui¢cdo na inclinagédo de
0,03164 s/ug/L. Ao se comparar as propriedades fisicas dos dois materiais
constituintes dos tubos, nota-se que a diferenca significativa estd na condutividade
térmica (ver detalhes na Tabela 4.1.1.2). A liga de Hastelloy 276c possui

condutividade térmica de 10,2 W/mK, enquanto que o Niquel 200 possui 69,0 W/mK.
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Essa maior capacidade de transferéncia de calor proporciona ao tubo de Ni uma
melhor eficiéncia na geragéo do aerossol térmico, fendbmeno altamente dependente
das variacbes de temperatura e, conseqiientemente, do efeito Leidenfrost®’. Além
disso, o Ni apresenta elevada resisténcia a corrosdo em diversos meios, 0 que
aumenta a vida atil do tubo atomizador. Portanto, para uma maior sensibilidade do

método, deve-se empregar um tubo atomizador confeccionado de niquel.

95

O Volume (1)

90 |
~ %7 O (14)+(23)
S 70
S 60~ O (12)+(34)
é 50 + O Carregador (4)
8 40 .
o O Vazéo (2)
O 30
* 204 O (13)+(24)

10 4

O Tubo (3)

T T T T 1
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FIGURA 5.1.1.1. Grafico de probabilidades para a resposta inclinacdo da reta (a)

O gréafico de probabilidades também indica que o uso de um volume
maior de amostra, no caso 100 uL, proporciona um aumento de 0,03492 s/ug/L na
inclinacdo da reta. Essa situacdo é causada por um consequente aumento na
qguantidade de analito que é introduzido no caminho O6ptico, o que aumenta a
populac&o atémica no volume interno do tubo®. Porém, ao se aumentar o volume da
amostra, h4 um decréscimo no nimero de determinacgdes realizadas por hora, ja que
h&a um acréscimo no tempo necessario para a amostragem e aquisicdo dos sinais

analiticos.
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5.1.2 - Avaliacao de forma univariada do efeito do volume de amostra na

sensibilidade e freqiiéncia analitica

Para se avaliar a extensdo do ganho proporcionado pelo aumento do
volume introduzido de amostra, bem como a sua implicacdo na frequéncia analitica,
foram realizados experimentos univariados. Nesse caso, as variaveis vazédo (0,4
mL/min), carregador (HNO3 0,1%) e tubo (Ni) foram fixadas e foram realizados testes
com volumes de amostra de 50, 100, 200 e 300 pL. Os valores das respostas
obtidas através da analise dos sinais analiticos dos experimentos sdo mostrados na
Tabela 5.1.2.1. Com base nesses valores, pode-se verificar que o volume de 200 pL
apresentou os menores valores para RSD do branco (31%), LD e LQ (6 e 20 pg/L,
respectivamente), além do maior valor do coeficiente de correlacdo para a reta
(0,9981). No caso da inclinacao, relacionada com a sensibilidade do método, o valor
para 200 pL (0,1454 s/ug/L) foi inferior apenas aquele associado ao volume de 300
uL (0,2260 s/ug/L). Dessa forma, a escolha por um volume de amostra de 200 pL
proporciona adequada sensibilidade para o método sem prejuizo para o numero de
determinacdes realizadas, que é de cerca de 28 determinac¢des por hora. No caso
do uso de um volume de 300 uL, o numero de determinacdes realizadas seria de 27

por hora.

TABELA 5.1.2.1. Parametros analiticos obtidos nos experimentos univariados para
os volumes de amostra de 50, 100, 200 e 300 uL

Volume de Frequéncia
RSD LD LQ a
Experimento amostra r analitica
(%) (ng/lL) (ng/L) (s/ug/L)
(L)
1 50 38 24 80  0,0577 0,9262 55
2 100 47 54 180 0,0826 0,9229 36
3 200 31 6 20  0,1454 0,9981 28

4 300 80 12 40 0,2260 0,9690 27
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5.1.3 - Avaliacdo da resposta limite de deteccao (LD) e quantificacao

(LQ) para o planejamento experimental

Quando a resposta estudada é o limite de deteccao (LD), o contraste
mais significativo € aquele relacionado com a variavel carregador (4). O uso de
HNO; 0,1% v/v pode causar a lixiviagdo de impurezas presentes no tubo metdlico,
levando a um aumento no valor do LD de 30 ug/L (Figura 5.1.3.1). Ademais, a
presenca de HNOg3 leva a formacédo de espécies NOy, 0 que pode vir a modificar o
ambiente quimico no interior do tubo. Esses resultados podem ser expandidos para
a variavel limite de quantificacdo (LQ), que apresenta a mesma tendéncia
observada. E importante observar que o valor de LD é 3 vezes o valor do desvio
padrao dos brancos dividido pelo coeficiente angular da reta e que o valor de LQ é

10 vezes o valor do desvio padrao dos brancos dividido pelo coeficiente angular.
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FIGURA 5.1.3.1. Gréfico de probabilidades para a resposta limite de detec¢éo (LD)
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5.1.4 - Avaliacdo de forma univariada da concentracdo de HNOz; como

carregador na sensibilidade do método

De forma analoga a investigacdo sobre o volume de amostra,
experimentos univariados foram realizados para a avaliagdo da concentragdo de
HNO;3; na solugédo do carregador. Fixadas as variaveis vazao (0,4 mL/min), tubo (Ni)
e volume de amostra (200 pL), as concentracdes do acido utilizadas foram de
1,75 x 10, 3,50 x 10®, 7,00 x 10° e 1,40 x 10 mol/L. N&o foram observadas
alteracdes significativas nos valores de RSD dos brancos, LD, LQ, a e r quando a
concentracéo foi aumentada, como pode ser observado pelos valores das respostas
para os experimentos (Tabela 5.1.2.2). Dessa forma, optou-se entdo por fixar a
concentracdo de HNO3; em 0,014 mol/L (0,1% v/v), uma vez que nao ha prejuizo
para a eficiéncia do método, além dessa solucdo acida auxiliar na limpeza do
sistema de injecdo das amostras. Dessa forma, além de se evitar entupimentos no
sistema de introducédo da amostra, evita-se também um eventual efeito de memoéria

nas determinacoes.

TABELA 5.1.2.2. Respostas analiticas obtidas nos experimentos univariados para as
concentractes de HNO; de 0,00175; 0,00350; 0,00700 e 0,0140 mol/L

Concentracdo de HNO3; RSD LD LQ a
Experimento r
(moliL) (%) (ug/L) (ng/L) (s/uglL)
1 0,00175 38 18 61 0,0952 0,9867
2 0,00350 20 12 40  0,0890 0,9902
3 0,00700 35 17 55  0,0907 0,9942

4 0,0140 19 8 26 0,0924 0,9866
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5.1.5 - Avaliacdo da resposta desvio padrao relativo (RSD) para o

planejamento experimental

A resposta desvio padrdo relativo dos brancos (RSD, n = 18) indica
duas tendéncias com relacdo as varidveis estudadas. Observando-se a Figura
5.1.5.1, nota-se que ao utilizar o tubo de Hastelloy 276c hd um aumento de 143% no
RSD dos brancos, muito provavelmente pela presenca de impurezas nessa liga.
Portanto, o uso de tubo de Ni proporciona desvios menores nas medidas efetuadas,
uma vez que esse material possui menores quantidades de impurezas (ver detalhes
na Tabela 4.1.1.1).
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FIGURA 5.1.5.1. Gréfico de probabilidades para a resposta desvio padrao relativo
dos brancos (RSD)

Por outro lado, o uso de uma vazao maior, nesse caso 0,6 mL/min,
causa uma diminuicao de 65% no valor de RSD para o branco. Essa situacéo pode
ser correlacionada com a amplitude do ruido associado pela bomba peristaltica, que
€ diminuida com o uso de maiores vazdes. Quando se utilizam vazGes maiores, 0
tempo necessario para a vaporizacdo no capilar ceramico pode nao ser suficiente,
levando a formacao de gotas de solu¢cdo com tamanho maior. Essas gotas maiores,

devido ao fendmeno Leidenfrost, permanecem por mais tempo na forma liquida, ja
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gue existe um isolamento causado pelo vapor entre a gota e a parede do tubo.
Embora a tendéncia apontada no planejamento seja do uso de uma maior vazao, a
escolha final foi por uma vazéao intermediaria de 0,5 mL/min. Com isso, evita-se que,
com o passar do tempo, a utilizacdo de vazdo superior leve a uma perda de
eficiéncia na formacgéo do aerossol térmico, devido ao resfriamento da extremidade
do capilar ceramico™ " %8,

A analise dos contrastes associados a variavel coeficiente de
correlacéo (r) ndo proporcionou uma indicacdo de tendéncia que fosse significativa
e, portanto, os resultados n&do foram levados em consideragdo na avaliacdo das
melhores condi¢cdes de operacéo do sistema da TS-FF-AAS.

Como situacao ideal para a operacdo do sistema temos, portanto, as

condicbes indicadas na Tabela 5.1.5.1.

TABELA 5.1.5.1. Condicfes 6timas para a operacao do sistema de TS-FF-AAS

Condicdes otimizadas para o sistema

Volume de amostragem 200 pL
Tipo de tubo atomizador Niquel 200 (99%)
Vazao da bomba peristéltica 0,5 mL/min
Tipo de carregador HNO3 0,1% v/v

5.2 - Otimizacdo das condi¢cdes de extracdo dos metais com acido
diluido

Para a otimizacao das condi¢cbes de extracdo dos metais nas amostras,
foi realizado o planejamento fatorial fracionario 2”2 descrito na Tabela 4.5.2.1, que
originou 16 experimentos. As amostras utilizadas nesses experimentos foram o
suplemento alimentar, FG, e o CRM, sendo as respostas avaliadas as

concentragbes do elemento Zn nesses materiais. Para melhor visualizagdo e
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entendimento dos resultados, foi efetuada a normalizacdo dos valores de
concentragéo extraida. Para tanto, foi tomado o maior valor de concentracédo de Zn
extraido como 100% e os demais valores foram entdo normalizados em funcéo
dessa concentracdo. Esse tipo de abordagem é possivel uma vez que no
planejamento as varia¢cdes das concentra¢cdes com relagcdo as mudancas dos niveis
das variaveis fornecem maiores informagbes do que seus valores absolutos de
concentracdo. No caso do Zn extraido no suplemento alimentar, um grafico de
probabilidades foi construido e os valores dos contrastes sdo apresentados na
Figura 5.2.1.
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FIGURA 5.2.1. Grafico de probabilidades para as concentracdes normalizadas de Zn

no suplemento alimentar.

Pela andlise do grafico, podemos notar que existe uma série de
variaveis e interacbes de varidveis na regido que corresponde a variacdes de
concentracdo de -10 a 10%. Dentro dessa regido, delimitada por linhas verticais
pontilhadas, temos as variaveis volume (2), concentracdo (3) e tipo (4) do acido,

além do tempo de agitacdo (124). Dessa forma, modificacdes nos niveis dessas
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variaveis ndo resultam em mudancas significativas na concentracdo do metal
extraido e, portanto, a escolha dessas varidveis é dada pelos seus menores niveis,
por uma questdo pratica. Assim, a opcao é por utilizar 5 mL de HCI 0,1 mol/L e
tempo de agitacao de 5 min.

Para a varidvel massa de amostra, 0 uso de 200 mg do suplemento faz
com que a extracdo do Zn seja diminuida em 17%, enquanto que o uso de ultra-som
causa uma diminuicdo de 24%. Esses resultados podem ser explicados devido ao
tipo de interacdo necessaria para a extracdao do metal de interesse. Nesse caso, hao
h& necessidade de se destruir a matriz da amostra para a disponibilizagédo do analito,
como quando se utiliza uma digestdo. Na extracdo, a intencédo é de apenas lixiviar o
metal de interesse da matriz da amostra através da quebra de ligacdes quimicas®.
Portanto, o uso de uma menor quantidade de amostra faz com que a relacéo entre o
volume de solugdo extratora e o material solido seja aumentada, tendo como
conseqUéncia uma maior capacidade de extragdo. Para que essa extragdo possa
ser eficiente, o tipo de agitacdo € determinante, uma vez que sua funcédo é
proporcionar uma maior interacao entre o acido diluido e a amostra. O uso de banho
ultra-som fornece, de forma pontual, uma grande energia para a solucéo®, enquanto
que a agitacdo com vortex promove uma constante agitacdo e interacdo entre a
solucdo e a amostra. Essa situacdo explica o melhor resultado quando do uso de
agitacao por vortex.

Por fim, € observada uma diminuicdo de 14% na extracdo de Zn
quando h& a separacdo da solugdo extratora da amostra por filtracdo. Nesse caso,
duas consideracdes podem ser feitas com relacdo ao resultado obtido. A diminuicéo
da concentracdo do analito pode ocorrer por perdas durante o processo de filtracéo,
como a adsorcdo do metal no papel de filtro utilizado. Outra possibilidade é a de
particulas suspensas na solucdo sobrenadante serem arrastadas para o caminho
optico durante as determinagdes, resultando num valor de concentragdo maior do
que aquele realmente contido na amostra. Para evitar que esses problemas
interferissem nas determinacdes, a centrifugacdo das amostras foi incluida como
uma etapa adicional. O uso desse processo, além de nao ocasionar perdas ou
contaminagdes, também proporciona a eliminacdo das particulas suspensas na
solucdo. Com isso, a estratégia de preparo de amostras em frasco Unico e todas as

vantagens associadas sdo alcancadas com esse procedimento analitico®®.
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A avaliagcdo dos resultados para o elemento Zn no CRM nao levou a
diferencas significativas, uma vez que as concentra¢cfes foram proximas em todos
0s experimentos, com valor médio extraido de 119 + 5 mg/kg. A recuperacao média
para o elemento Zn no CRM foi de 94 * 5%.

Dessa forma, as melhores condicdes a serem utilizadas para a
extracdo puderam ser determinadas pelos resultados da amostra FG e essas

condi¢cBes sao mostradas na Tabela 5.2.1.

TABELA 5.2.1. Condigbes otimizadas para a extragdo de Zn na amostra FG

Condic¢Oes otimizadas para a extracdo de Zn

Massa de amostra 100 mg
Volume do acido 5mL
Tipo de acido HCI
Concentragdo do acido 0,1 mol/L
Tempo de agitacéo 5 min
Tipo de agitacao vortex

Centrifugacgao (etapa adicional) 10 min (4000 rpm)

5.3 - Avaliacdo da extracdo de metais com relacdo ao tamanho das

particulas das amostras

Para a avaliacdo da capacidade de extracdo do método proposto em
funcdo do tamanho das particulas, foram utilizadas amostras AL com dimensodes
menores que 106, 212 e 600 um (conforme descrito no item 4.5.3). Esses valores
sdo determinados pelos tamanhos maximos das malhas das peneiras utilizadas.

A Figura 5.3.1 mostra os perfis de variacdo de concentracdo para os

metais Zn e Fe com relacdo ao tamanho de particula nessa amostra.
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FIGURA 5.3.1. Influéncia do tamanho das particulas na capacidade de extracdo de

Fe e Zn para a amostra AL

A extracdo de Fe mostrou-se altamente dependente do tamanho das
particulas. Nas amostras de tamanho de particulas inferior a 600 um, apenas 3,2 +
1,5 mg/kg de Fe pdde ser extraido, enquanto que naquelas com tamanho menor que
212 um, a extracdo foi de 2,3 + 1,1 mg/kg. No caso das particulas menores que 106
pHm, a extracdo apresentou uma eficiéncia da ordem de 44 vezes quando comparada
com o pior caso (212 um), com a quantificacdo de 102 + 5 mg/kg do metal. Esse
comportamento é esperado, porém existe a possibilidade de contaminacdo da
amostra por Fe, uma vez que as peneiras sao confeccionadas em aco inox. Essa
hipotese € pouco provavel, uma vez que a tendéncia de incremento da concentracao
do metal ndo se repete em todas as faixas de tamanho de particulas estudadas.

Para o Zn, a extracdo nao foi dependente do tamanho das particulas,
ou melhor, ndo houve variagdo apreciavel de concentracdo para o metal dentro da
faixa estudada de tamanho. Nos trés casos, a média para a extracdo de Zn foi de
22,2 +28; 22,1 £15 e 21,8 £ 2,0 mg/kg, para os tamanhos 106, 212 e 600 um,
respectivamente. Vale salientar que estes experimentos foram feitos em triplicata (n

= 3). Esses resultados devem ser atribuidos a diferencas na natureza das ligacdes
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e/ou interacOes entre 0S metais e 0S compostos presentes na matriz da amostra,
como proteinas e enzimas, por exemplo.

Para Cd e Pb, os valores obtidos nas fragdes de arroz foram inferiores
aos LD (0,6 e 6 pg/L, respectivamente), ndo podendo ser quantificados e, portanto,
ndo sendo possivel estimar a influéncia do tamanho das particulas na extracéo

desses metais.

5.4 - Quantificagcdo dos metais nas amostras de merenda escolar

Foram empregadas para a quantificagdo dos metais nas diversas
amostras de merenda escolar as condi¢cbes otimizadas para o funcionamento da TS-
FF-AAS e para a extracdo com &acido diluido, segundo as secbes 5.1 e 5.2,

respectivamente.

5.4.1 - Determinacéo de Pb nas amostras de alimentos

Na quantificacdo de Pb na merenda escolar, realizada por TS-FF-AAS,
foram obtidos LD e LQ de 6,0 e 20 ug/L, respectivamente. Apesar dos valores dos
limites serem baixos, ndo houve a possibilidade de detec¢cdo do elemento nas
amostras e no material certificado. No CRM, o valor certificado para Pb é de 0,129 +
0,004 mg/kg, um valor inferior ao que poderia ser obtido pelo método proposto.
Considerando-se que a massa do material utilizado (100 mg) e o volume do acido
extrator (5 mL), através de um calculo teorico, a concentragcédo final do metal em
solucao seria de 2,58 ug/L.

Durante a determinacdo de Pb nas amostras, foi observada uma
significativa variacdo nos sinais obtidos nas replicatas, indicando uma provavel
interferéncia causada por concomitantes, que também seriam extraidos durante o
preparo das amostras. Para se averiguar a extenséo desse fendmeno, foi realizada a
adicao do padrédo de Pb no CRM, de modo que a concentracao final do metal fosse

de 200 pg/L. Ao se comparar o valor médio de absorbancia para essas solucoes
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(0,0784 £ 0,0147) com o das solugbes de padrao em meio aquoso (0,0915 *
0,0017), foi observada uma reducdo de 14,3% no sinal analitico. Em virtude dessa
diminuicdo de absorbancia, foi realizada a adicdo de padrao para todas as amostras,
sendo as concentracdes adicionadas de 0, 100, 200 e 250 ug/L de Pb. Apés as
determinacdes, os valores das concentracdes obtidas permaneceram abaixo do LD,
nao havendo a possibilidade de se quantificar o metal pelo procedimento analitico
proposto. A mesma situacdo foi observada quando da andlise das solucbes
provenientes da mineralizacdo das amostras, onde o0s valores obtidos também
ficaram abaixo do LD e LQ.

Esses resultados indicam a tendéncia de que ndo ha presenca de Pb
nos alimentos, pelo fato dessas amostras nao provirem de regides com histérico de
contaminacao pelo metal, como demonstrado na Figura 5.4.1.1. Portanto, comprova-

se a qualidade dos alimentos com relacdo a contaminacgéo de Pb.
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FIGURA 5.4.1.1. Exemplo de sinais transientes para solu¢des de padréo de Pb (100,
200, 300, 400 e 500 ug/L), brancos, suplemento alimentar (FG) e CRM introduzidos
em triplicata no sistema TS-FF-AAS
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5.4.2 - Determinacéo de Cd nas amostras de alimentos

Na determinagdo de Cd, também realizada por TS-FF-AAS, foi obtido
um LD de 0,6 pug/L e um LQ de 2,0 ug/L. Nas amostras de merenda escolar os
valores obtidos foram inferiores aos limites anteriormente citados, mostrando que
nao ha quantidades significativas do metal téxico nesses alimentos. Para o CRM,
através do calculo tedrico que leva em consideracdo a massa de amostra (100 mg),
o volume final de acido diluido empregado na extracdo (5 mL) e o valor certificado
(0,50 = 0,03 mg/kg), foi obtida uma concentracédo de cerca de 10 ug/L do metal em
solucéo. O valor determinado por TS-FF-AAS é concordante com aquele obtido no
calculo tedrico e essa situagcdo é mostrada na Figura 5.4.2.1, onde temos o perfil dos

sinais analiticos para os brancos, padrées, suplemento alimentar (FG) e CRM.
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FIGURA 5.4.2.1. Exemplo de sinais transientes para solu¢des de padrao de Cd (5,0,
10, 15, 20 e 25 pg/L), brancos, suplemento alimentar (FG) e CRM introduzidos em
triplicata no sistema TS-FF-AAS
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Ao final das determinacfes, a concentragdo média obtida para Cd no
CRM foi de 0,50 + 0,04 mg/kg (n = 14), que € um valor compativel com o valor
certificado. Através da realizacédo do teste t ndo pareado, pode-se verificar que esses
valores ndo apresentam diferencas significativas em um nivel de confianca de 95%,
ja que o valor calculado para t de 0,011 é inferior ao tabelado 2,16 (n = 13, 95%)"°.
Também foi calculada a recuperacéo de 100 £ 7%, a repetibilidade de 3,8% (n = 3)
para o material certificado, além da reprodutibilidade, que foi de 7,0% (n = 14).

Quando da analise das solucdes provenientes da mineralizacdo das
amostras, foi observada uma baixa recuperacdo média de Cd no CRM, de apenas
48%. Essa dificuldade de se quantificar o metal € provavelmente devida a presenca
de elementos que interferem no sinal analitico, causando a sua supressao.

Segundo PEREIRA-FILHO®*, em determinacdes de Cd, Cu e Pb, a
presenca de interferentes como Ca, Mg, Na e K causou efeitos negativos quando a
proporcdo analito:concomitante utilizada foi maxima, de 1:500000. Nesse caso,
houve queda na absorbancia da solucéo de 10 ug/L de Cd de 14 e 21% quando os
concomitantes foram Mg e Na, respectivamente. Essa relacdo € maior do que
aquelas encontradas em amostras reais. No caso do CRM utilizado nessa
dissertacdo de mestrado, as propor¢des calculadas a partir dos valores certificados
séao de 1:230 (Cd:Ca), 1:1200 (Cd:Mg), 1:4800 (Cd:Na), 1:19800 (Cd:K) e 1:26000
(Cd:soma dos concomitantes). Porém, ndo se pode deixar de observar que os
resultados obtidos nas simulagdes séo baseados em solugbes aquosas que contém
apenas o elemento de interesse e os concomitantes. Numa situag&o real, outras
espécies estdo presentes na solucéo digerida, podendo contribuir com um efeito

185 observou

negativo de interferéncia. Em dissertacdo de mestrado, DONAT
comportamento similar para determinacdes dos elementos Co e Cr, com tendéncia
geral de diminuicdo dos sinais analiticos com o aumento da concentracdo dos
concomitantes Al e, principalmente, Fe. A maior eficiéncia na introdu¢do da amostra
e a concentracdo dos elementos no interior do tubo metalico em TS-FF-AAS leva a
uma alta relacdo analito:concomitante, que é provavelmente responsavel por essa
diminuicdo de sinal. Essa situacdo leva a uma alteracdo nos equilibrios de
vaporizacao, dissociagdo e atomizacdo dos elementos, além da possivel formacgéo
de 6xidos e/ou carbetos refratarios pela reacdo entre o analito, concomitantes e
outras espécies presentes na amostra, ja que o tempo de residéncia no tubo é

suficiente para que essas reacdes e interacdes ocorram. SCHIAVO®® observou a
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mesma tendéncia para os elementos Co e Mn e os concomitantes Na, K, Ca, Mg,
Fe, Al e Zn, com percentuais de interferéncia em FAAS de -24,4 a 5,5% e -62,4 a
17,5%, respectivamente. Em TS-FF-AAS, esses percentuais foram de -101 a 360%
para Co e de -117,0 a 175,5% para Mn, o que confirma o aumento na interferéncia
na técnica quando comparada com FAAS.

Dessa forma, quando da digestdo das amostras, além do Cd, outras
espécies que exerceriam um efeito de interferéncia sdo disponibilizadas, o que
impossibilita a determinacéo do metal. Dessa forma é explicada a baixa recuperacao
média do metal, de apenas 48%. Na extragdo, como ocorre uma menor
disponibilizacdo dos elementos que interferem na determinacdo, bons resultados
sao observados para a quantificacdo de Cd em amostras de merenda escolar, sendo

essa forma de pré-tratamento adequada para esse fim.

5.4.3 - Determinacao de Zn nas amostras de alimentos

Para o Zn, com as determinacdes realizadas por FAAS, foi obtido um
LD de 0,032 mg/L e LQ de 0,107 mg/L. Os valores encontrados para o metal nas
diversas amostras de alimentos séo apresentados na Tabela 5.4.3.1. A recuperacéo
calculada para o CRM foi de 95% quando comparado com o Zn extraido, sendo que
a repetibilidade foi de 2,0% (n = 3) e a reprodutibilidade, de 6,0% (n = 19). O valor
calculado para o teste t ndo pareado, de 3,505, maior que o valor tabelado de 2,101
(18, 95%) mostra que, com este nivel de confianca, ha diferencas significativas entre
os valores obtidos. Entretanto, com um nivel de confianca de 99% temos valores
concordantes.

Para efeito de comparacéao e avaliacao da eficiéncia da extracao, esses
resultados foram comparados com os obtidos na digestdo. Em todos os casos,
existe uma tendéncia de que os valores de concentracdo na extracdo sejam
ligeiramente superiores aos da digestdo. Apesar dessa tendéncia, ha grande
concordancia entre essas concentracbes, 0 que indica que a extracdo € um
procedimento de preparo de amostras adequado para a quantificagcdo de Zn por
FAAS em merenda escolar. O teste t pareado foi empregado para comparar o valor
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de Zn certificado e o digerido e néo foi observada diferencga significativa em um nivel

de 95% de confianca.

TABELA 5.4.3.1. Valores de concentracdo (mg/kg) para Zn nas amostras de

merenda escolar

Extracao Digestao
Amostra
Valor n Valor n
Arroz com legumes (AL) 15+1 3 14+2 3
Carne com batatas (CB) 71+1 3 63+1 3
Carne com molho (CM) 129+2 3 128+x5 3
Feijao (FJ) 361 4 302 3

Feijao com Fegatelli (FF) 32505 4 271 3
Fegatelli (FG) 54 +9 4 542+0,3 3

CRM (bovine liver - SRM 1577b) 123+6 19 120+5 3

Valor certificado 127 + 16

Em 1996, foi oficializado um convénio pelo Ministério da Saude que
visava fornecer dados de um grande namero de nutrientes em alimentos nacionais e
regionais e, dessa forma, teve inicio o projeto TACO (Tabela Brasileira de
Composicédo de Alimentos). Coordenado pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em
Alimentacdo (NEPA, Unicamp), laboratérios de competéncia analitica comprovada
obtiveram informacdes sobre composi¢cdo centesimal, vitaminas, minerais, acidos
graxos e colesterol para mais de 200 alimentos®’. Comparando-se os valores obtidos
para Zn na amostra AL, podemos observar que esses valores sao proximos
daqueles indicados na tabela TACO® para o arroz tipo 1 cru, que é de 12 mg/kg.
Esse mesmo tipo de proximidade entre os valores ocorre para a amostra FJ quando

comparada com o valor de 29 mg/kg para o feijao carioca cru.
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Também vale salientar que a fungcdo da amostra FG € a de
suplementar a merenda escolar com Zn. Apesar dessa amostra ter uma
concentracdo superior aquela presente no FJ (54 = 9 e 36 = 1 mg/kg,
respectivamente), os resultados obtidos indicam que a suplementacdo nao ocorre,
uma vez que os valores encontrados na amostra FF (32,5 =+ 0,5 mg/kg) séo inferiores
aos do FJ. Para um melhor entendimento desse fendmeno, um estudo mais

aprofundado dos procedimentos de preparo desses alimentos deve ser realizado.

5.4.4 - Determinacéo de Fe nas amostras de alimentos

Com relacdo ao elemento Fe, as determinacdes realizadas por FAAS
apresentaram LD de 0,10 mg/L e LQ de 0,34 mg/L. Para as amostras AL, CB e CM,
os valores encontrados na extracdo foram inferiores ao LD, ndo podendo, portanto,
serem quantificados. Para as demais amostras, foi possivel obter valores acima dos
limites, como mostrado na Tabela 5.4.4.1.

Na extracdo, a recuperacdo de Fe no material certificado foi de apenas
69%, 0 que possivelmente ocorre devido a fatores como a alta dependéncia do
tamanho de particulas na disponibilizacdo do elemento. Esses resultados, quando
comparados com os resultados obtidos da digestdo, mostram que nos materiais de
origem animal, como as amostras CB, CM, FG e CRM, a extracdo é menos eficiente.
Na amostra FF, composta de alimentos tanto de origem animal como vegetal, existe
certa concordancia entre os valores da extracdo e digestdo e, para a amostra
exclusivamente de origem vegetal, FJ, os valores foram superiores para a extracao.
Essa situacdo comprova que, para esse tipo de amostra, existe uma alta
dependéncia do tipo de matriz e da sua forma quimica com a capacidade de
disponibilizacdo do metal pela solucao de &cido diluido.

Além disso, esses resultados também devem ser atribuidos ao
comportamento da extracdo de Fe estar intimamente relacionada com o tamanho
das particulas da amostra, conforme demonstrado na sec¢éo 5.3. Essas variacfes de
tamanho de particulas podem ser responsaveis pelos altos valores de desvio padréao
nas concentragdes das extracdes. Para as medidas realizadas ap6s a mineralizacao,
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os desvios apresentam uma magnitude significativamente menor quando

comparados aos anteriormente citados.

TABELA 5.4.4.1. Valores de concentracdo (mg/kg) para Fe nas amostras de

merenda escolar

Extracéo Digestéo
Amostra

Valor n Valor n
Arroz com legumes (AL) <0,10* 3 <0,10* 3
Carne com batatas (CB) <0,10* 3 225 3
Carne com molho (CM) <0,10* 3 516 3
Feijao (FJ) 94+33 4 59+6 3
Feijao com Fegatelli (FF) 69+16 4 685 3
Fegatelli (FG) 134+£17 4 19612 3

CRM (bovine liver - SRM 1577b) 126 1 168+x9 3

Valor certificado 184 + 15
*LD 0,10 mg/L

Uma baixa extracdo de Fe também foi observada por NASCENTES et
al.*®, quando da determinacdo de Ca, Mg, Mn e Zn por FAAS ap6s extracdo ultra-
sbnica de amostras de vegetais. Para os demais elementos, as recuperacdes foram
adequadas e ficaram compreendidas entre a faixa de 96 a 102%, porém para o
elemento Fe a extragdo foi insuficiente e as recuperacdes ndo foram aceitaveis para
a maior parte dos casos. Além dos aspectos relacionados a natureza da amostra,

185 também observou

seja por sua composicdo ou tamanho das particulas, DONAT
que o acido extrator HCl possui uma menor capacidade de extracdo para ions
trivalentes. Dessa forma, cations como Al(lll) e Fe(lll) ndo s&o extraidos
qguantitativamente, possibilitando inclusive a resolucdo de interferéncias, o que

também explicaria a baixa recuperacdo de Fe na extracdo proposta nessa
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dissertagcdo. A mesma situacado ocorreu quando da extragcdo dos metais com HCI
concentrado ou HNOs diluido (1:5 v/v) em amostras vegetais. WIETESKA et al.®
observaram que extracfes quantitativas para Al e Fe s0 foram obtidas com o uso
adicional de HF 40% (v/v).

Na digestdo, a recuperacdo média do metal no material certificado foi
de 91%, sendo que os valores obtidos sdo concordantes com o valor certificado em
um nivel de confianca de 95% (n = 3), uma vez que o valor de t calculado (3,026) no
teste t ndo pareado € inferior ao valor tabelado (4,303).

Se calcularmos teoricamente o teor de Fe na amostra AL através do
valor do LD (0,10 mg/L), da massa de arroz utilizada (100 mg) e do volume de acido
diluido empregado (5 mL), teriamos uma concentracdo minima detectavel de 5
mg/kg. Segundo o projeto TACO®, o valor indicado para Fe no arroz tipo 1 cru é de
apenas 7 mg/kg. Assumindo-se que esses valores correspondem a uma
amostragem significativa de arrozes do pais, isso explicaria a impossibilidade de
quantificacdo do metal nesse alimento pelo método analitico proposto, ja que esse
valor de concentracao estaria proximo do limite de deteccdo do meétodo. Ja para o
caso do feijao, o valor da tabela TACO para o feijdo carioca cru, de 80 mg/kg, esta
contido na faixa de valores obtidos na extracdo e digestdo. Isso indica que o método
€ adequado para a quantificacdo do metal nesse tipo de alimento.

Da mesma forma como observado para o Zn, quando se estuda a
concentracéo do feijdo suplementado com a amostra FG, podemos verificar que nao
h& um aumento na concentracdo do metal. A amostra FJ tem 59 + 6 mg/kg de Fe
enquanto que o suplemento apresenta 196 = 12 mg/kg. Apdés a adicdo, a
concentracdo na amostra FF passa para 68 + 5 mg/kg, mostrando que a

suplementacdo néo incorporou significativamente Fe ao alimento.
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6 — Conclusoes

O uso da espectrometria de absor¢cdo atébmica com forno tubular na
chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS) para a determinacdo de Cd e Pb em
amostras de alimentos se mostrou uma alternativa altamente adequada. A
adaptacdo de um sistema de TS-FF-AAS em um espectrometro de absorcéo
atdbmica é relativamente simples e de baixo custo, necessitando apenas de um tubo
de niquel, um suporte para esse tubo, um capilar ceramico, um injetor comutador e
uma bomba propulsora. Com esse arranjo, limitacdes classicas da absorcao atémica
com chama como a introducdo parcial da amostra, devida a baixa eficiéncia de
nebulizacdo, e o curto tempo de residéncia na chama sdo contornadas. Isso fica
evidente com a observacdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
obtidos, sendo que para Cd, os LD e LQ foram de 0,6 e 2,0 pg/L, respectivamente.
Para o Pb, os limites foram de 6,0 e 20 pg/L, respectivamente. A repetibilidade nas
determinacdes para Cd foi de 3,8% (n = 3) para o material certificado e a
reprodutibilidade, de 7,0% (n = 14). Esses valores foram conseguidos com
frequéncia de amostragem (preparo de amostra seguido da determinacéo) de 8
amostras por hora. Embora os valores de LD e LQ sejam baixos, nem sempre esses
valores sdo compativeis com as concentragcdes dos contaminantes, como ocorreu
nas amostras de merenda escolar e de Fegatelli, onde as concentragbes dos
elementos foram inferiores. O aspecto positivo é que as amostras ndo apresentam
guantidades apreciaveis de contaminantes, estando adequadas para 0 consumo no
que se refere a Cd e Pb. Além disso, a durabilidade do tubo atomizador de niquel
deve ser ressaltada, uma vez que, ap0s o uso do mesmo tubo por 76 h (2270
determinacdes), n&o houve evidéncias de perda de sensibilidade nas
determinacdes. Para elementos essenciais, as concentragdes geralmente sédo mais
elevadas, ndo sendo necessario o uso da TS-FF-AAS. Esse foi o caso dos
elementos Fe e Zn, onde as concentracbes puderam ser determinadas por
espectrometria de absor¢cdo atomica em chama (FAAS). Nesses casos, foram
obtidos LD e LQ de 0,10 e 0,34 mg/L para Fe e 0,032 e 0,107 mg/L para Zn.

Com relacdo a extragdo dos metais com acidos diluidos, esse
procedimento se mostrou altamente dependente da natureza do metal e da matriz

da amostra. Para Cd e Zn, os resultados foram compativeis com os obtidos apos a
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mineralizacdo assistida com radiagdo microondas. Nesses casos, o procedimento é
uma alternativa viavel para abreviar o tempo de analise, bem como 0s custos e 0
volume de residuos gerados. Essa situacdo ndo ocorre para o elemento Fe, onde o
tamanho das particulas da amostra esta diretamente relacionado com a eficiéncia da
extracdo. Essa situacao exige que a amostra seja decomposta para a determinacéo
do metal. Para o caso do Pb, nenhuma afirmagéao pode ser realizada com relagéo a
eficiéncia da extracao, ja que as concentracdes do metal nas amostras e no material
certificado foram inferiores ao LD.

A partir das otimizacdes realizadas nos procedimentos de extragao e
determinacdo dos metais, que proporcionaram as condicdes adequadas para a
determinacdo dos metais nas amostras de alimentos, pudemos inferir algumas
afirmacdes sobre a qualidade dos alimentos estudados. As amostras de merenda
escolar ndo possuem concentracdes de elementos toxicos como Cd e Pb que
causem preocupacdo, bem como o suplemento alimentar. Com relacdo a
suplementacdo de nutrientes aos alimentos, os resultados mostram que o Fegatelli
nao é eficiente para a incorporacdo de Zn, ja que as concentracdes do metal em
feijdo apresentaram uma ligeira diminuicdo apos a adicdo. Esse comportamento
causa surpresa e maiores investigacoes acerca das condigcbes de preparo dos
alimentos devem ser efetuadas. Situacdo similar foi observada para o elemento Fe,
uma vez que a incorporacdo do suplemento também ndo causou um acréscimo na
concentracdo do metal em feijao. Apesar do valor de concentracdo nao aumentar,
poderia o Fe incorporado via suplemento ser mais biodisponivel, jA& que é
proveniente de proteinas de origem animal. O Fe ligado a proteinas animais é mais

bem assimilado pelo organismo humano.
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