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RESUMO

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos, sendo
o alimento basico na dieta de mais da metade da populacdo mundial. A digestao
acida assistida por radiacdo micro-ondas usando &cidos diluidos vem sendo
bastante utilizada, principalmente, por reduzir a concentracdo &cida mantendo a
eficiéncia da digestdo, gerando menor volume de residuo e diminuindo o fator de
diluicdo antes da andlise. A determinacdo dos teores de nutrientes € de grande
relevancia devido a capacidade nutricional do arroz, que pode conter espécies
essenciais ou contaminantes a saude humana. O objetivo deste trabalho foi propor
um procedimento de digestdo com HNO; diluido empregando forno de micro-ondas
com cavidade para determinagdo de macro, micro e elementos trago (As, Ca, Cd,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se, Zn) em amostras de arroz por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Foi realizado um planejamento
fatorial 3> e Box-Behnken e as variaveis investigadas foram: volume de HNO;
destilado, temperatura e tempo, ambos no Ultimo patamar do programa de
aquecimento. As condi¢des otimizadas foram 2 mL de HNO; e temperatura de 200
°C durante o tempo de 20 minutos. O volume de H;O, 30%, a massa e a
granulometria da amostra foram fixados em 1,0 mL, 250 mg e 500 um,
respectivamente. A exatiddo foi avaliada com o material de referéncia certificado
NIST 1568a e do teste de recuperagdo para os analitos investigados, que variaram
entre 80,1 e 102,1 % e 96,6 e 109,8 %, respectivamente. A precisdo foi verificada
pelo desvio padréo relativo, sendo sempre inferior a 10%, inclusive no teste de
repetitividade. O procedimento proposto foi aplicado na determinagéo dos elementos
em 23 amostras de arroz submetidas a trés tipos de processamentos (polido,
parboilizado e integral). As faixas de concentragcédo para os elementos trago, em ug
g'l, foram: Al (<2,4-15,3); As (<0,2-0,32); Cd (<0,004-0,017); Cu (0,2-2,2); Fe (<0,2-
17,4); Mn (2,8-34,9); Mo (<0,20-0,81); Se (<0,2-0,271) e Zn (4,8-14,9). De modo
geral, os resultados obtidos encontram-se concordantes com as faixas de

concentragao descritas na literatura.

Palavras-chave: arroz, acidos diluidos, preparo de amostras, radiagdo micro-ondas



ABSTRACT

The rice (Oryza sativa) is one of the most produced and consumed cereal, and the
staple on the diet of over half the world's population. Acid digestion microwave-
assisted radiation using diluted acids has been used mainly for reducing the acid
concentration maintaining the efficiency of digestion, generating lesser volume of
waste and reducing the dilution factor prior to analysis. The determination of the
levels of nutrients is of great relevance due to the nutritional capacity of rice, which
can contain species essential or contaminants to human health. The objective of this
study was to propose a procedure employing digestion with diluted HNO3 in a
microwave oven for determination of macro, micro and trace elements (As, Ca, Cd,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se, Zn) in rice samples by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES) and inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). We conducted factorial design 3% and Box-Behnken and the
variables investigated were: volume of HNOs, temperature and time, both in the final
phase of the heating program. The optimized conditions were 2 ml of HNO3, 200 ° C
for a period of 20 minutes. The volume of H,O, 30%, weight and size of the sample
were fixed in 1.0 mL, 250 mg e 500 um, respectively. The accuracy was evaluated
with the certified reference material NIST 1568a and recovery test for the elements
investigated, which ranged between 80.1-102.1 % and 96.6 — 109.8 %, respectively.
Accuracy was verified by the relative standard deviation, always less than 10%,
including the test repeatability. The procedure was applied to the determination of
elements in 23 rice samples subjected to three types of processing (white, parboiled
and brown). The concentration ranges, in ug g™, for the analytes were: Al (<2.4-
15.3); As (<0.2-0.32); Cd (<0.004-0.017); Cu (0.2-2.2); Fe (<0.2-17.4); Mn (2.8-34.9);
Mo (<0.20-0.81); Se (<0.2-0.271) e Zn (4.8-14.9). In general, the results obtained are

in agreement with the concentration ranges described in the literature.

Keywords: rice, diluted acids, sample preparation, microwave radiation
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1. INTRODUCAO

Os gréos de cereais constituem uma fonte valiosa de proteinas para a
alimentacdo humana. Dentre os cereais mais consumidos nas antigas e modernas
civilizacbes destacam-se o arroz, a aveia, a cevada, o centeio, 0 milho e o trigo
(TEIXEIRA, 2010).

O arroz (Oryza sativa) é uma excelente fonte de energia, devido a alta
concentracdo de amido, fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais, e
possui baixo teor de lipidios. Devido & importéncia do arroz na dieta de grande parte
da populagcdo, sua qualidade nutricional afeta diretamente a salde humana
(WALTER; MARCHEZAN e AVILA, 2008; VIEIRA e colaboradores, 2008).

O arroz pode ser utilizado para consumo humano em diversas formas: arroz
em graos (polido, parboilizado e integral); amido, alimentos infantis, 6leo e farinha
comercial de arroz, entre outros. Apenas uma pequena quantidade de arroz é
consumida como ingrediente em produtos processados, sendo seu maior consumo
na forma de grdo. Os mais consumidos sdo, em ordem decrescente, o polido, o
parboilizado e o integral. Entretanto, o consumo de arroz integral vem crescendo
devido ao estimulo dado através de recomendacdes relacionadas a seu maior
beneficio para uma dieta mais saudavel (WALTER; MARCHEZAN e AVILA, 2008;
VIEIRA e colaboradores, 2008; OKADA e colaboradores, 2007).

Os minerais sdo amplamente difundidos na natureza em diferentes formas. A
inalagé@o e ingestéo s&o as principais maneiras de entrarem no organismo humano.
Os elementos quimicos estdo classificados de acordo com sua importancia na saude
humana em: indispensaveis (necesséarios em grande quantidade como Ca, K, Na e
Mg); essenciais (necessérios as fungbes fisiolégicas, mas em concentracbes
elevadas podem se tornar téxicos como o Fe, Co, Mn e Zn); e ndo essenciais ou
toxicos (ndo tem fungdo conhecida como Cd, Hg e Pb) (LEAL e colaboradores,
2009). Devido a essas diferencas é importante o desenvolvimento de métodos

simples e eficientes para determinacéo de elementos trago.

A determinacao dos teores de nutrientes, em varios niveis de concentragdo, em

alimentos é de grande relevancia devido a capacidade nutricional dos mesmos, e
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gue nestas podem conter espécies essenciais ou contaminantes a salude humana.
Para a realizacdo de uma analise quimica, € necessario um tratamento adequado da
amostra. Normalmente, é realizado um procedimento de digestao, no qual se busca
simplicidade, rapidez, utilizar pequenos volumes de &cidos, permitir a dissolugdo de
grande numero de amostras e, finalmente, produzir resultados precisos e exatos
(ARRUDA E SANTELL, 1997).

1.1. PROCESSAMENTO DO ARROZ

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos, sendo um principal
alimento para mais da metade da populacdo mundial, pois esta presente na dieta de
varios seres humanos (OKADA e colaboradores, 2007). Seu elevado consumo pode
ser atribuido por se tratar de um alimento de baixo custo, de rapido e facil preparo e
bastante versatil, podendo ser utilizado na preparacdo ou acompanhamento de

diversos tipos de pratos.

O arroz é uma planta pertencente & Familia Oryzae. A espécie Oryza sativa L.
€ uma cultura extremamente versatil que se adapta a diferentes condicdes de solo,
seja em terrenos secos ou alagados, com agua corrente ou parada, em argila,
pantanos ou em areia e em diferentes condi¢gdes de clima, desde zonas tropicais a
zonas temperadas. Entretanto, 0 maior sucesso na producéo do grdo desse cereal
ocorre em regides com agua em abundéancia, seja de chuva, de inundacfes ou de
irrigacéo (TEIXEIRA, 2010). A estrutura de um gréo de arroz esta representada nas
Figuras 01 e 02.

Fosis o3 | magemc.iosapar

Figura 01. Representagdo de um gréo de arroz (NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).
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Figura 02. Corte longitudinal do grédo de arroz (NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).

Os gréaos de arroz sdo submetidos a diferentes processos (polimento,
parboilizagdo ou apenas a retirada da casca) para que esteja na forma adequada
para ser adquirido pelo consumidor (STORCK; SILVA e COMARELLA,, 2005;
TEIXEIRA, 2010; NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).

O processamento se inicia com o0 descascamento, neste separa-se a casca do
resto do gréo, obtendo-se o arroz integral. Recomenda-se que este processo néo
seja realizado logo apos a colheita e secagem do gréo, pois varias pesquisas
(NITZKE E BIEDRYCKI, 2012) tém demonstrado que o comportamento do arroz,
tanto no processamento quanto no cozimento, melhora com a armazenagem.
Algumas das vantagens sdo: maior absorcdo de &agua, menor tendéncia a

aglomerar-se ap0s o cozimento e uma menor perda de solidos durante o cozimento.

Apos essa etapa, os gréos podem ser submetidos ao polimento, para obtencao
do arroz polido ou branco, neste processo retira-se uma parte da camada escura
chamada de farelo. Esta etapa tem o objetivo de melhorar a aparéncia e o gosto do
arroz. No entanto, como as camadas externas s8o as que apresentam maiores
quantidades de proteinas, lipidios, fibra, minerais e vitaminas e o centro do gréo €

rico em amido, o0 polimento apresenta a desvantagem da reducdo do teor de
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nutrientes, exceto de amido. Quanto maior a intensidade do polimento, maior

ndmero de camadas sdo perdidas, resultando em uma maior perda de nutrientes.

A parboilizagdo, termo derivado da expressdo em inglés: parboiled = partial
(parcial) + boiled (cozido), também denominado de pré-cozimento (TEIXEIRA, 2010),
foi criado para aumentar a renda do beneficiamento, pois reduz a adesividade do
arroz no cozimento, esteriliza o gréo, aumenta a vida na prateleira e aprisiona
minerais e vitaminas, como representado na Figura 03. Esta etapa, que ocorre antes
do descascamento, envolve o encharcamento do gréo (o suficiente para gelatinizar o
amido), em seguida um resfriamento e uma lenta secagem, o que reduz a ocorréncia

de gréos quebrados durante o polimento.

ARROZ
PARBOILIZADO

ARROZ
BRANCO

Arroz am casco

Arroz &m oasco

Pré-cozrimento
COM Casca

O Arroz Bronco
nbo &

pré-cozido
Yelnrminog

otmorvedas pads gedd

Drescascamento
olimenic

DESEOSC? mania
Pelimanto

Figura 03. Representacdo do aprisionamento dos nutrientes no arroz parboilizado polido
(TEIXEIRA, 2010).

Esses processos podem causar variagdes nas concentragfes de nutrientes
afetando o conteudo deste alimento. Por isso o arroz integral contém maior teor de

alguns nutrientes quando comparado ao polido e ao parboilizado.
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1.2. DIGESTAO COM ACIDOS DILUIDOS E RADIACAO MICRO-ONDAS

As andlises por técnicas espectrométricas sdo amplamente utilizadas para a
quantificacdo do teor de diversos elementos, e, para tal geralmente é requerido a
insercdo da amostra na forma de uma solucdo liquida. Para atender a esta
exigéncia, amostras solidas sdo submetidas a decomposigéo total ou parcial a partir
do ataque 4&cido associado a diferentes fontes de energia (NOBREGA e
colaboradores, 2009; KORN e colaboradores, 2009). Um método ideal de digestédo
de amostras deve ser simples, rapido, gerar resultados precisos e exatos, consumir

pouco reagente e ser aplicavel a muitas amostras (ARRUDA E SANTELL, 1997).

Dois procedimentos sao geralmente empregados para a preparacdo de
amostras: a decomposicdo por via seca e por via Umida. De modo geral, os
procedimentos de degradacdo da matéria organica consomem cerca de 70 a 95%
de todo o processo analitico e estéo sujeitos a perdas do analito e/ou contaminacdes
(ARRUDA E SANTELLI, 1997, KORN e colaboradores, 2009).

Normalmente, a decomposicado de material organico por via iumida implica no
aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral oxidante, sendo o HNO3
0 mais utilizado, ou de misturas de acidos oxidantes ou mistura de um &cido

oxidante com um oxidante auxiliar (peréxido de hidrogénio).

O tratamento de amostras utilizando o aguecimento por radiagdo micro-ondas €
um processo mais rapido, eficiente e seguro em comparagdo ao aquecimento
condutivo. Isso se deve ao fato da radiagdo micro-ondas (onda eletromagnética) ser
absorvida diretamente por todas as moléculas da solugdo, provocando movimentos
rotacionais, alcangcando assim uma temperatura elevada muito rapidamente, sem o
aquecimento do frasco. Por sua vez, no aquecimento condutivo, como o préprio
nome sugere, a transferéncia de calor ocorre por condugdo, levando assim um
tempo maior para alcancar a temperatura desejada (SKOOG e colaboradores, 2006;
KRUG e colaboradores, 2008). A Figura 04 apresenta o esquema simplificado para

as diferentes formas de aguecimento.
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Aquecimento condutivo Aguecimento por microondas

=

Corrente de
convecgio Super aquecimento
localizado

Figura 04. Esquema simplificado das formas de aquecimento condutivo e por micro-ondas
(KRUG e colaboradores, 2008).

A radiacao micro-ondas é composta de ondas eletromagnéticas (propagadoras
de energia), que cobrem uma faixa de frequéncias no espectro que varia entre 300 e
3.000 MHz. Os fornos de micro-ondas de uso doméstico ou para laboratorios,
empregam micro-ondas com frequéncia de 2.450 MHZ, e a poténcia gerada,
normalmente, é superior a 600 W. Em alguns equipamentos pode alcancar 1.400 W,
0 que significa um fornecimento de até 20.076 cal min™ (1 kW = 239 cal s™)
(SANTOS, 2008; KRUG e colaboradores, 2008). No aguecimento por micro-ondas
ocorre a interacdo da radiacdo com os ions dissolvidos e com os solventes,

provocando os fenébmenos de migracao idnica e rotacéo de dipolos.

A migragdo ibnica consiste no movimento eletroforético dos ions dissolvidos em
solugdo. O campo elétrico oscilante produzido pelas micro-ondas promove o
deslocamento dos ions dissolvidos em direcao aos polos com cargas opostas. Este
deslocamento produz um fluxo de corrente cujo movimento sofre resisténcia
causada pelas outras espécies com fluxo oposto ao deslocamento. Como
consequéncia ao deslocamento ocorre a producéo de calor elevando a temperatura
da solucdo. Ja o fendmeno da rotacdo de dipolos corresponde ao efeito do campo
elétrico oscilante das micro-ondas sobre as moléculas que possuem momento
dipolar induzido ou permanente. Como as ondas eletromagnéticas geram campos
elétricos positivos e negativos alternados, isso causa desordem e agitagdo das
moléculas dipolares, logo a energia absorvida para o realinhamento das moléculas é

transformada em calor (KRUG e colaboradores, 2008).
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A etapa de preparo da amostra deve ser tornar mais facil, mais barata e mais
rapida de acordo com as tendéncias da quimica verde (NOBREGA e colaboradores,
2009). Segundo Prado (2003) a quimica verde visa “A cria¢do, o desenvolvimento e
a aplicac@o de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a
geracdo de substancias toxicas”, ou seja, o desenvolvimento de uma quimica
sustentavel, que busca a diminuicdo os danos causados ao meio ambiente. Os
produtos ou processos da quimica verde podem ser divididos em trés grandes
categorias: 1) o uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima; 2)
aumento da eficiéncia de energia, ou a utilizagdo de menos energia para produzir a
mesma ou maior quantidade de produto; 3) evitar o uso de substancias persistentes,
bioacumulativas e toxicas (LENARDAO, 2003).

Essas categorias resultaram em 12 principios da quimica verde, que sdo: 1)
prevencao; 2) economia de atomos; 3) sintese de produtos menos perigosos e com
menor toxicidade; 4) desenvolvimento de produtos seguros; 5) diminuicdo de
solventes e auxiliares; 6) busca pela eficiéncia energética; 7) uso de fontes
renovaveis de matéria-prima; 8) evitar a formagdo de derivados; 9) catélise; 10)
desenvolvimento de compostos para degradacgéo; 11) analise em tempo real para a
prevencdo da poluicdo; 12) quimica intrinsecamente segura para a prevengdo de
acidentes (LENARDAO, 2003; PRADO, 2003).

A digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas vem sendo bastante
utilizada no preparo de amostras, principalmente, por permitir elevadas temperatura
e pressdo em sistema fechado, além de ter como vantagens a utilizagdo de volumes
pequenos de reagentes, minimizacdo de perda de elementos volateis, reducdo dos
valores dos brancos analiticos e redu¢édo do tempo de decomposicdo (NOBREGA e
colaboradores, 2002), que s&o problemas encontrados nos procedimentos
convencionais (decomposi¢do por via seca ou por via Umida com aquecimento
condutivo) (ARRUDA E SANTELLI, 1997).

Com isso, é possivel reduzir a concentragdo acida mantendo a eficiéncia da
digestdo, gerando menor volume de residuo e diminuindo o fator de diluicdo antes
da andlise (NOBREGA e colaboradores, 2010). Geralmente, sdo utilizados é&cidos
concentrados, contudo, alguns estudos demonstram que, em determinados casos é
possivel obter uma decomposicédo satisfatéria com o uso de acido nitrico diluido

(NOBREGA e colaboradores, 2010; COSTA e colabordores, 2006). Segundo Krug e
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colaboradores (2008), é possivel realizar uma decomposic¢éo satisfatdria utilizando
entre 0,4 e 2,0 mL de &cido por 200 mg de amostra, dependendo do teor de

carbono.

A reducdo no volume do acido no preparo da amostra torna-se atrativa por
diversos fatores dentre eles: minimizagcao de residuos gerados e redugédo de custos,
fatores que vao de encontro aos principios da quimica verde; e digeridos com acidez
residual menor, mais apropriado para a analise espectrométrica. Outro fator
importante é o favorecimento da reacdo de decomposicdo a partir da regeneracao
do acido nitrico dentro do frasco de reacédo, conforme representado na Figura 05,
provocando o aumento da pressao do no frasco de reagdo e, por consequente, o
aumento da temperatura de ebulicdo da mistura e a elevagcdo do seu potencial
oxidante (KRUG e colaboradores, 2008; KORN e colaboradores, 2009; BIZZI e

colaboradores, 2011).

Digestdao com HNO, diluido
(CH,), + 2 HNO; -> €O, + 2NO + H,0

Vapores

[\ co,

o,
NO, NO

Oxidante auxiliar
2H,0, > 2H,0 + Oy,

Regenerag¢do do reagente
2NQyg + Oy = 2NOy)
2NO,, + H,0 = HNO, ) + HNO, (o)

Adaptado de Freddy Cienfuegos

Figura 05. Representacdo das reacdes envolvidas na digestdo com acidos diluidos
(CASTRO, 2007).
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1.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na otimizagdo de um procedimento analitico € necessério ajustar muitas
variaveis, como tempo, temperatura, concentracdo e/ou volume de reagentes, a fim
de estabelecer as melhores condi¢fes para a analise ou decomposi¢cado da amostra.
Caso seja realizada uma otimizagdo univariada convencional, este processo pode
consumir muito tempo, trabalho e reagentes, além de negligenciar as interacdes
entre os diferentes fatores que podem afetar os resultados (BEZZERA, 2003;
LOPES e colaboradores, 2009).

No planejamento de experimentos baseado em principios estatisticos, os
pesquisadores podem extrair o maximo de informacéo util, fazendo um reduzido
ndmero de experimentos, atingindo seu objetivo mais rapidamente e com menor
custo (BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2001). Nos Ultimos anos,
procedimentos envolvendo otimizagdo por técnicas multivariadas vem sendo muito
utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos, o que permite a otimizacdo de
diversas variaveis simultaneamente (BEZZERA, 2003; LOPES e colaboradores,
2009).

Segundo Cunico e colaboradores (2008), planejar experimentos € definir uma
sequencia de coletas de dados experimentais para atingir certos objetivos. Dentre os
métodos de planejamento experimentais disponiveis na literatura, o planejamento
fatorial € o mais indicado quando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais
variaveis de influéncia, e todas as combinacdes possiveis dos niveis de cada

variavel investigada.

O tipo de planejamento experimental a ser usado dependera do objetivo que
se deseja atingir com a experimentac¢do. Vale ressaltar que, inicialmente, deve-se
realizar uma triagem, e escolher apenas as variaveis significativas, para ndo perder
tempo otimizando uma variavel que néo influenciard efetivamente no procedimento,
e em seguida, sd@o realizados experimentos para todas as combinac¢des possiveis

dos niveis selecionados.

Em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias de todas as
variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo nas respostas.

Normalmente, no planejamento fatorial, os niveis das varidveis quantitativas, como
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concentracdo, pH e temperatura, sdo costumeiramente codificados com os sinais (+)
e (-), a atribuicdo aos niveis superiores ou inferiores, respectivamente, porém o que
importa € a relacao inicial entre o sinal dado e o efeito obtido. Estes sinais também
permitem esquematizar estas variaveis na forma de matrizes de planejamento,
assim como determinar, por meio de calculos, a influéncia das mesmas e das suas
interac6es no sistema os niveis. Para variaveis qualitativas, como tipos de &cidos e
catalisadores, ndo existem valores altos ou baixos, fica a critério do experimentalista
nomear os seus niveis (ALMEIDA, 2007; CUNICO e colaboradores, 2008).

Com a utilizacdo do ponto central (nivel zero) no experimento, no qual o valor
médio dos niveis de todas as varidveis € empregado, € possivel avaliar a
significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em planejamentos de triagem como
em metodologias de superficie de resposta. Além desta vantagem, recomenda-se
este tipo de experimento, pois, o risco de perder a relacdo néo linear entre os
intervalos € minimizado e é possivel estimar um modelo razoavel e verificar se ha

falta de ajuste (ALMEIDA, 2007).

O planejamento Box-Behnken é descrito como uma classe de projetos de
experimentos fatoriais incompletos de 3 niveis para a estimativa de coeficientes em
um polinbmio de segundo grau. Estes projetos satisfazem aproximadamente o
critério de rotatibilidade (SOUZA, 2002; FERREIRA e colaboradores, 2007). O
desenho experimental, composto por 3 fatores, 3 niveis e 15 experimentos, é
constituido por um conjunto de pontos que se encontram no ponto medio de cada

aresta e o ponto central replicados de um cubo multidimensional.

Comparando o planejamento Box-Behnken com outros modelos (matriz
Doehlert, Pontos Centrais Compostos e Planejamento fatorial completo) o primeiro
demonstrou ser ligeiramente mais eficiente e rapido, poistem poucos ensaios,
principalmente, quando comparado aos Pontos Centrais Compostos (SOUZA, 2002;
FERREIRA e colaboradores, 2007). Outra vantagem do Box-Beknken é que ele nédo
contém combinagBes nas quais todos os fatores estdo simultaneamente nos seus
niveis mais altos ou mais baixos. Logo, esses planejamentos sé@o Uteis para evitar
experimentos realizados em condicbes extremas, evitando a ocorréncia de

resultados insatisfatorios (FERREIRA e colaboradores, 2007).
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A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) é uma técnica de otimizacao
baseada em planejamentos fatoriais que tem duas etapas distintas (modelagem e
deslocamento) que devem ser repetidas tantas vezes forem necessarias, com o
objetivo de atingir uma regido 6tima (maximo ou minimo) da superficie estudada
(BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2001).

Para aplicar a RSM, séo realizados experimentos fatoriais, cujos resultados séo
ajustados a modelos matematicos. A modelagem normalmente é feita ajustando-se
os modelos mais simples, como o linear e o quadratico. As superficies representam
uma boa maneira de ilustrar graficamente a relagdo entre diferentes variaveis
experimentais e as respostas, oferecendo valiosas informagdes sob o
comportamento das variaveis na regido estudada (BARROS NETO; SCARMINIO e
BRUNS, 2001; BEZZERA, 2003; ALMEIDA, 2007).

1.4. DETERMINACAO DE MACRO, MICRO E ELEMENTOS TRACO EM
ARROZ

O arroz representa um dos alimentos mais importantes no mundo, pois é o
produto de base alimentar para mais de mil milhées de seres humanos. O consumo
nacional deste alimento é elevado e é necessério propor estratégias para avaliar a
composicao nutricional de forma a contribuir para a Tabela de composi¢do dos
alimentos. Além disso, com o0 uso constante de fertilizantes e agrotoxicos é
necesséario determinar também a concentracdo de elementos ndo essenciais de

forma a garantir a qualidade e preservar a salde dos consumidores.

Heinemann e colaboradores (2005) apresentou a composi¢cdo quimica do
arroz branco, parboilizado e integral, comercializados no Brasil, e a contribuicdo dos
minerais na ingestdo diaria recomendada em cada um dos tipos de arroz. O
tratamento da amostra foi realizado de acordo com o método padrédo da AOAC, que
consiste na incineragdo da amostra em forno mufla. Apesar deste ser um
procedimento de referéncia e ter como vantagens a simplicidade e o baixo custo,
apresenta desvantagens quando comparado a outros procedimentos mais atuais
como: perdas de volateis; alto risco de contaminacgéo; baixa frequéncia de andlise e

algumas cinzas séo de dificil dissolugéo.
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Teixeira (2010) investigou um método alternativo no qual a determinacéo P,
Mn e Zn foram realizadas na amostra soélida por espectrometria de fluorescéncia de
raios X de energia dispersiva, dispensando assim a etapa de decomposi¢cdo da
amostra. Os resultados obtidos utilizando o procedimento proposto foram
comparados com encontrados quando as amostras foram submetidas a
procedimento de digestéo assistida por radiagdo micro-ondas, que utiliza 250 mg de
amostra, 7,0 mL de HNO3; concentrado e 1,0 mL de H,O, concentrado. Avaliou-se a
calibragdo com pastilhas de arroz tornadas padrées mediante caracterizagdo por
digestédo em forno de micro-ondas e quantificagéo dos analitos por ICP OES e ICP-
MS. Para avaliar a exatiddo do procedimento proposto foram analisadas cinco
pastilhas preparadas com a amostra certificada de farinha de arroz (1568a NIST) e
nao foi verificada diferenga significativa entre os valores certificados e obtidos ao
nivel de confianca de 95% (TEIXEIRA e colaboradores, 2012).

Mihucz e colaboradores (2010) investigou a remogéo de elementos tragos de
amostras de arroz para determinacdo de As, Cd, Cu, Mn, Ni, Ti e Zn por Inductively
Coupled Plasma Sector Field Mass Spectrometry (ICP-SF-MS). Para a digestdo em
forno de micro-ondas com cavidade utilizou-se H2O, HNO3 e H,O na proporcao de
1:5:1. Foram comparados os resultados obtidos nas amostras que passaram por
etapas de pré-tratamento como lavagem e cozimento, com a finalidade de avaliar a

possivel perda de elementos durante a prética culinaria.

Em trabalho recente, Oliveira e colaboradores (2012) desenvolveram um
método de extragcdo de metais utilizando uma solucdo de EDTA amoniacal e ultra-
som, para determinagédo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn por ICP OES. Para
validar o procedimento proposto, esse foi comparado com o procedimento de
decomposicdo assistido por radiacdo micro-ondas. A digestdo 4cida foi realizada
com 0,25 g da amostra, em seguida, adicdo de 4 mL de HNO365%, 1 mL de
H,O, 30% e 3 mL de agua ultrapura. O procedimento de extracdo proposto foi
adequado para determinagdo dos analitos em amostras de 3 tipos de arroz (integral,

paraboilizado e agulhinha), com excegéo do Fe.

Algumas aplicac6es dos procedimentos e técnicas relacionadas ao preparo de
amostras e a determina¢éo de macro, micro e elementos tragco em amostras de arroz

estdo apresentados na Tabela O1.
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Tabela 01. Procedimentos e técnicas empregados para determinagéo elementar em amostras de arroz.

Analito

Preparo da amostra

Técnica de determinacéo

Referéncia

As, Cd, Cu Fe, Pb e Zn

As, Cu, Mn, Ni, Se e Zn

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Se
eZn
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Zn

Al, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, I, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P, S, Si, Se e Zn

As, Cd e Pb

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn

Al, As, Br, Ca, Cd, CI, Fe, Hg, K,
Mg, Mn e Zn

P, Mn e Zn
As, Cd, Cu, Mn, Ni, Tie Zn

As

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e
Zn

Digestdo com HNO3; em forno micro-ondas

Digestdo com HNO; em forno micro-ondas

Calcinacéo

Digestdo com HCl em placa de
aguecimento

N&o especificado

Calcinacéo e digestdo com HNOz; em
forno micro-ondas

Calcinacéo
Lavagem, secagem da amostra em estufa

€ moagem

Moagem e digestdo com HNO; em forno
micro-ondas

Liofilizacdo ou fervura ou moagem e
digestdo com HNO; em forno micro-ondas

Digestdo com HNOz; em forno micro-ondas

Extracdo com EDTA e digestdo com HNO;
em forno de micro-ondas

GF AAS

ICP-MS

ICP - OES

ICP - OES
N&o especificado
GF AAS e ICP-MS
ICP-MS

GF AAS e INAA

FAAS, ICP OES, ICP-MS e
EDXRF

ICP-SF-MS
ICP-MS

ICP OES

NRIAGU E LIN, 1995

ROYCHOWDHURY;
TOKUNAGA E
MASANORI, 2003

HEINEMANN e
colaboradores, 2005

OKADA e colaboradores,
2007

WALTER; MARCHEZAN
e AVILA, 2008
JORHEM e
colaboradores, 2008

JIANG e colaboradores,
2008

PARENGAM e
colaboradores, 2010

TEIXEIRA, 2010

MIHUCZ e colaboradores,
2010

BATISTA e
colaboradores, 2011
OLIVEIRA e
colaboradores, 2012
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GERAL

Propor um procedimento analitico de digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas com acido nitrico diluido para posterior determinagcdo de macro, micro e
elementos trago em amostras de arroz de forma a tragcar um perfil para os diferentes

tipos de processamento.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um planejamento fatorial de experimentos no processo de
otimizacdo multivariada do procedimento de digestéo.

e Estabelecer as melhores condi¢cdes para digestdo assistida por radiacéo
micro-ondas com &cido nitrico diluido.

¢ Validar o procedimento analitico proposto.

e Aplicar o procedimento proposto em diversas amostras de arroz
comercializadas em Salvador, Bahia.

¢ Contribuir para tabela de composi¢cdo mineral do arroz, a nivel regional.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. REAGENTES E AMOSTRAS

Para os procedimentos analiticos, todas as vidrarias, frascos plasticos e
materiais em geral foram lavados com detergente neutro e, em seguida, foram
submersos em solucdo de HNO3z 10%, por no minimo 12 h para descontaminagéo.

Posteriormente, os materiais foram lavados com agua deionizada por trés vezes.

As solugbes utilizadas foram preparadas a partir de reagentes analiticos com
alto grau de pureza e as diluigbes feitas com agua ultrapura com resistividade
especifica de 18,2 MQ cm, de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA).

Nas digestdes em forno de micro-ondas com cavidade foi utilizado &cido nitrico
destilado 16 mol L™ (Merck, Alemanha) e perdxido de hidrogénio 30 % (Merck,

Alemanha).

Para a avaliagdo da concentragdo dos analitos foram preparadas solugbes
multielementares, sendo: 50 mg Lt para os elementos Al, Cu, Fe, Mn e Zn, a partir
da diluicdo das solucdes padrdo de 1.000 ou 4.000 mg L* de cada elemento
(Specsol, Brasil); de 500 mg L™ para os macro elementos K, Ca, Mg e P, partir da
diluicdio das solucdes padréo de 4.000 ou 10.000 mg L™ de cada elemento (Specsol,
Brasil) e 500 pg L™ para os elementos trago As, Cd, Mo e Se, partir da diluicio das
solugdes padrdo de 1.000 mg L* de cada elemento (Specsol, Brasil). Para a
determinac&o do carbono residual foi preparada uma solugdo estoque 5000 mg L™
de carbono a partir de acido citrico monohidratado (Merck, Alemanha). Estas

solugdes foram utilizadas para o preparo das curvas analiticas de calibracéo.

As amostras de arroz polido, parboilizado e integral foram adquiridas em
supermercados de Salvador, Bahia, transportadas até o laboratério, onde foram
trituradas por 5 minutos e peneiradas. Foram adquiridas 23 amostras de 13
fornecedores diferentes, sendo 8 amostras de arroz polido, 5 amostras de arroz
integral e 10 amostras de arroz parboilizado. A identificacdo destas amostras esta

apresentada na Tabela 02. Para validagdo do procedimento proposto, foi usado o
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material de referéncia certificado (CRM) de farinha de arroz 1568a NIST (National

Institute of Standards and Technology).

Tabela 02. Identificacdo das amostras de arroz.

Arroz Branco Arroz Integral Arroz Parboilizado
Cédigo Fornecedor | Coédigo  Fornecedor Cédigo Fornecedor

AB1 Fornecedor 1 All Fornecedor 1 AP1 Fornecedor 1
AB2 Fornecedor 7 Al2 Fornecedor 2 AP2 Fornecedor 10
AB3 Fornecedor 8 Al3 Fornecedor 9 AP3 Fornecedor 11
AB4 Fornecedor 2 Al4 Fornecedor 3 AP4 Fornecedor 12
ABS5 Fornecedor 3 AI5 Fornecedor 4 APS Fornecedor 2
ABG6 Fornecedor 4 APG6 Fornecedor 6
AB7 Fornecedor 5 AP7 Fornecedor 4
ABS8 Fornecedor 6 AP8 Fornecedor 5

AP9 Fornecedor 3

AP10 Fornecedor 13

2.2. EQUIPAMENTOS

A trituragdo das amostras foi realizada em moinho de bolas SPEX Sampleprep
800M MIXER/MILL, e peneiradas em malha de nylon 500 pm.

As digestbes das amostras foram realizadas em forno de micro-ondas com

cavidade Milestone, Start D (Bergamo, Italia), em frascos de perfluoralcoxi (PFA).

As analises multielementares foram realizadas em espectrémetro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), simultaneo, com visdo axial
VISTA PRO (Varian, Mulgrave, Australia), com camara de nebulizacdo Sturman-
Master e nebulizador V-Groove e em espectrometro de massa com plasma

indutivamente acoplado, modelo XSeriesll (Thermo Electron Corporation, Germany).
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2.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.3.1. PROCEDIMENTO DE OTIMIZAGAO

Para estabelecer o procedimento experimental de digestdo de amostras de
arroz por forno de micro-ondas com cavidade, foi realizado uma otimizagcéo
multivariada utilizando planejamento fatorial a fim de comparar com o procedimento
proposto por Teixeira (2010). Neste pesou-se 250 mg das amostras em po, em
seguida, adicionou-se 7 mL de HNO;z; concentrado e 1 mL de H;O, 30%. As
solugdes digeridas foram diluidas para 20,0 mL com agua ultrapura. O programa de

aquecimento utilizado esta descrito na Tabela 03.

Tabela 03. Programa de aquecimento do procedimento de referéncia (TEIXEIRA, 2010).
Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W)  Presséao (bar)

1 4 90 500 35
2 2 90 500 35
3 8 180 750 35
4 15 180 750 35
Ventilagao 10 - 0 -

De forma a possibilitar a utilizacdo de uma (nica amostra em todos o0s
experimentos, foi preparada e homogeneizada, conforme descrito o item 2.2, uma
grande quantidade da amostra AB5. Foi utilizado do programa STATISTICA 6.0 para

estabelecer o modelo experimental e a analise dos resultados.

Inicialmente foi feito um planejamento fatorial completo de dois niveis com trés
fatores (2°): temperatura (190, 200 e 210 °C) e tempo (15, 20 e 25 min), ambos no
tltimo patamar, e concentracdo de HNO3 (2,0; 8,0; e 14,0 mL) e foram realizadas
trés réplicas no ponto central. O volume de H,O, 30%, massa e granulometria da
amostra foram fixados em 1,0 mL, 250 mg e 500 um, respectivamente. Na Tabela 04

estq mostrado o programa de aquecimento utilizado neste experimento.
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Tabela 04. Programa de aquecimento para o procedimento de digestao assistida por micro-ondas no
planejamento fatorial.

Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W)  Presséao (bar)

1 4 90 750 35
2 2 90 750 35
3 10 * 1000 35
4 * * 1000 35
Ventilagao 10 - 0 -

Com a finalidade de obter os valores criticos da digestdo foi realizado o
planejamento tipo Box-Behnken, mantendo o mesmo programa de aquecimento,
bem como os fatores de estudos e os niveis dos fatores tempo e temperatura do
planejamento fatorial completo. Os niveis do fator concentracdo de &cido nitrico

mudaram para 2,0; 4,5 e 7,0 mol L

2.3.2. VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

Apos a obtencdo dos valores criticos para os fatores estudados na otimizacao
multivariada, o procedimento proposto foi validado pela obtencdo de alguns
parametros de desempenho como: limite de detecgcédo e de quantificagcdo, preciséo,

exatidao, recuperagao e repetitividade).

2.3.3. DIGESTAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram digeridas em forno micro-ondas com cavidade conforme
programa de aquecimento apresentado na Tabela 05. Para tal procedimento foi
pesado, no frasco de PFA, aproximadamente, 250 mg da amostra triturada, em
seguida, adicionou-se 2 mL de HNO3 destilado, 5 mL de agua ultrapura e 1 mL de
H.,O, 30%. Todas as amostras foram digeridas em triplicata. Os brancos analiticos
constituiram-se da mesma mistura, acido nitrico, agua e peréxido de hidrogénio,

usada para decompor as amostras, submetida ao mesmo programa de
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aquecimento, sem a presenca da amostra. Ao final das digestbes, as solugdes

resultantes foram diluidas com &gua ultrapura até um volume final de 15 mL.

Tabela 05. Programa de aquecimento do procedimento proposto.

Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W) Presséo (bar)
1 4 90 750 35
2 2 90 750 35
3 10 200 1000 35
4 20 200 1000 35
Ventilagao 10 - 0 -

2.4. DETERMINACAO DOS ANALITOS

2.4.1. [ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP OES)

Para a determinagdo de micro e macro elementos nas amostras (Al, C, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, P e Zn) foi utilizado espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) simultdneo com viséo axial. O sistema 6ptico do
ICP OES foi calibrado com solugéo de referéncia multielementar e o alinhamento da
tocha foi realizado com uma solucdo de Mn 5,0 mg L. As linhas espectrais foram
selecionadas considerando as intensidades dos sinais de emisséo, sensibilidade e
auséncia de interferéncias. Na Tabela 06 séo listados os paradmetros instrumentais e

os comprimentos de onda utilizados para determinagéo dos analitos.
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Tabela 06. Parametros instrumentais e comprimento de onda nas determinac¢6es por ICP OES.

Parametros instrumentais

Poténcia RF (kW) 1,3
Vazdo do gas de nebulizagdo (L min™) 0,70
Vazao do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vazédo do gas do plasma (L min™) 15
Tempo de integracéo (s) 2,0
Tempo de estabilizagéo (min) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3
Nebulizador V-Groove
Céamara de Nebulizagéo Sturman-Master

Elementos e respectivos comprimentos de onda

Elemento Comprimentos de onda (nm)
Al 237,312 396,152 167,019
C 193,027 175,122 247,856
Ca 393,366 396,847 422,673
Cu 213,598 324,754 327,395
Fe 234,350 238,204 259,940
K 404,721 766,491 769,897
Mg 279,553 280,270 285,213
Mn 257,610 259,372 260,568
P 177,434 178,222 213,618
Zn 202,548 206,200 213,857
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2.4.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP-MS)

Para a quantificagdo dos elementos tragos nas amostras foi utilizado
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os
elementos selecionados para as determinagdes foram: As, Cd, Cr, Hg, Mo, Pb e Se.
N&o foi possivel realizar as quantificacbes das espécies Cr, Hg e Pb, visto que suas
concentragdes encontravam-se abaixo do limite de quantificagédo tanto no CRM
guanto nas amostras. Foi utilizado como padréo interno uma solugcédo multielementar
de Ge, Rh, Sc e Ti, pois estes elementos possuem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes as dos analitos (As, Cd, Mo e Se), permitindo assim corrigir erros

associados as varia¢des instrumentais.

Na Tabela 07 s&o listados os parametros instrumentais utilizados para

determinagéo dos analitos.

Tabela 07. Parametros instrumentais e isétopos utilizados nas determinagdes por ICP-MS.
Parametros Instrumentais

Poténcia 1350 W
Fluxo de gas de nebulizacéo 0,87 L min™?
Fluxo de gas do plasma 13 L min*
Fluxo de gas auxiliar 0,7 L min?
Modo anélise Peak Jump

Sweeps 100
Dwell time 10 ms
Is6topos Sas, 11cd, ®*Mo e #Se.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. OTIMIZACAO MULTIVARIADA

Nos Uultimos anos, o planejamento fatorial tem se tornado uma ferramenta
bastante empregada nas otimiza¢gGes multivariadas, pois possibilita ajustar varios
fatores e o efeito de possiveis interagbes entre as varidveis de estudo, que afetam
os procedimentos analitcos (COSTA e colaboradores, 2006; LOPES e
colaboradores, 2009). Nesta etapa, anteriormente as digestfes foi necesséario a
moagem, para diminuigdo do tamanho das particulas e, por consequente, conseguir
uma melhor homogeneidade entre os resultados das amostras. Foi selecionada a
amostra AB5, que foi preparada em grande quantidade, visando o uso de uma Unica

amostra em todos 0s experimentos.

No planejamento fatorial completo foram obtidas recuperacdes médias dos
analitos na faixa de 32 a 104 %, comparado com os resultados do método de
referéncia, proposto por Teixeira (2010), como mostrado na Tabela 08. Para avaliar
a eficiéncia simultanea na determinacdo multivariada, para cada experimento, foi
utilizada a equagédo 1 (SANTOS e colaboradores, 2009) com a finalidade de fazer o
escalamento dos dados, onde RM é a resposta multipla, Ry € a recuperacdo de um
analito em um dado experimento e Rmax x € @ maior recuperacdo no conjunto de

experiéncias para o analito x.

R R R R
RM= (—C” )+ ( . ) + ( - ) + ( = ) Equagéo 1
Rmax cu Rmax K Rméax Mn Rméx zn

A partir da analise do gréfico de Pareto para a resposta multipla, Figura 06,
observa-se que, no dominio experimental estudado considerando a resposta
multipla, os fatores temperatura e tempo e a interacdo temperatura X concentracdo
foram significativos (efeito positivo), e os melhores resultados foram encontrados nos
niveis maximos de tempo, intermediario de temperatura e maximo e minina da

concentragdo 4cida.
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Nestas condi¢des, as percentagens de recuperagao variaram entre 54 e 98 %,
sendo assim necessario realizar novos estudos de forma a propiciar a utilizacao do
procedimento de digestdo de amostras de arroz com &cido nitrico diluido para um
maior numero de analitos. Assim foi desenvolvido um novo planejamento fatorial
utilizando desenho Box-Behnken com a finalidade de definir os valores criticos para
esta matriz.

7
(3)CONC(L)

Figura 06. Grafico de Pareto para resposta multipla do planejamento fatorial completo.
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Tabela 08. Matriz do planejamento fatorial completo e resposta dos analitos e da resposta multipla, em percentagem de recuperagao.

Experimento  Conc. HNO3 Temperatura Tempo Cu Fe Mn P Zn RM
1 +1 +1 +1 42,65 52,05 92,84 79,24 64,87 3,98

2 +1 +1 -1 52,24 46,39 94,44 79,62 65,03 4,10

3 +1 -1 +1 44,64 56,46 90,95 75,33 62,92 3,97

4 +1 -1 -1 59,17 60,64 93,14 77,82 61,55 4,28

5 -1 +1 +1 0,0 61,64 92,82 53,9 54,21 2,96

6 -1 +1 -1 31,89 74,92 97,06 70,46 58,16 3,90

7 -1 -1 +1 59,68 90,14 96,87 64,86 54,58 4,42

8 -1 -1 -1 60,63 70,14 97,92 98,18 63,86 4,70

9 PC 0 0 0 35,25 63,68 100,37 74,99 60,05 3,94
10 PC 0 0 0 43,26 61,48 104,05 85,29 60,65 4,20
11 PC 0 0 0 37,64 86,03 102,11 76,99 57,4 4,22
12 PC 0 0 0 32,55 68,39 103,48 77,69 57,13 3,96
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No planejamento Box-Behnken os fatores de estudos e os niveis dos fatores

tempo e temperatura ndo foram alterados, logo utilizou-se os do planejamento

fatorial completo,. No entanto, os niveis do fator concentracdo de acido nitrico

mudaram para 2,0; 4,5 e 7,0 mol LY a partir do acido nitrico destilado 16 mol Lt Os

experimentos foram realizados conforme a matriz apresentada na Tabela 09.

Tabela 09. Matriz do planejamento fatorial desenho Box-Behnken para otimizacdo multivariada de

digestao de amostras de arroz.

Experimento Conc. HNO3 Temperatura Tempo
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 PC 0 0 0
14 PC 0 0 0
15 PC 0 0 0

A realizagéo dos experimentos da matriz Box-Behnken geraram os resultados, em

percentagem de recuperacdo (Tabela 10) utilizando também como referéncia os

valores obtidos na digestdo assistida por micro-ondas usando o procedimento

validado por TEIXEIRA, 2010.
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Tabela 10. Resultado do planejamento fatorial Box-Bhenken, em percentagem de recuperacao e
resposta multipla, para digestao de amostras de arroz por micro-ondas com cavidade.

Analitos (%)

Experimento RM
Cu K Mn Zn

1 20,8 113,4 121,9 96,8 2,965

2 92,1 98,8 90,3 80,9 3,095

3 17,9 136,5 123,8 100,2 3,155
4 96,6 110,5 93,7 76,4 3,204
5 33,5 135,9 117,7 95,1 3,193

6 101,3 113,0 96,8 75,4 3,281

7 7,1 137,7 119,8 97,2 3,003

8 100,4 110,4 94,2 78,4 3,262

9 108,7 113,8 97,9 79,0 3,399
10 95,8 114,2 103,3 83,6 3,373
11 100,6 114,8 105,0 78,0 3,378
12 100,2 116,5 105,8 80,4 3,418
13 PC 101,4 116,3 104,2 80,4 3,415
14 PC 102,6 114,5 105,2 83,5 3,451
15 PC 109,5 116,0 105,8 74,5 3,441

Avaliando apenas os resultados da resposta multipla, pode-se perceber que as
maiores recuperagdes dos analitos, entre 74 e 116 %, foram obtidas no ponto central
e no experimento 12 e, consequentemente, os maiores valores de RM, logo o
procedimento proposto poderd ser realizado em uma dessas condigdes. E
importante observar que em ambas utiliza-se o volume de 2,0 mL de HNO3 destilado
para a digestdo de 250 mg da amostra, condicdo que se encaixa dentro do
considerado adequado por Krug e colaboradores (2008), no qual recomenda-se

utilizar entre 0,4 e 2,0 mL de acido por 200 mg de amostra.

Esta reducdo no volume do reagente no desenvolvimento de um procedimento
analitico torna-se importante, visto que ocorre o favorecimento da reagdo de
decomposicdo a partir da regeneracdo do acido nitrico dentro do frasco de reacéo,
provocando o aumento da pressao do no frasco de reagéo e, por consequente, o

aumento da temperatura de ebulicdo da mistura e a elevagcdo do seu potencial
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oxidante (KRUG e colaboradores, 2008; BIZZI e colaboradores, 2011). Além de
possibilitar a minimizacdo de residuos gerados, reducdo de custos, obtencdo de
menores valores de branco e digeridos com acidez residual menor, mais apropriados

para a analise espectrométrica.

Para confirmar o observado e determinar os valores 6timos para a digestdo da
amostra apos essa otimizacao foram avaliados os Gréaficos de Pareto e as

Superficies de Resposta, Figura 07 e 08 respectivamente.

2222222

Figura 08. Superficie de Resposta para resposta multipla do planejamento Box-Behnken.
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No grafico de Pareto, observa-se que os fatores concentracdo e temperatura
foram significativos (efeito positivo) para resposta multipla. No grafico de superficie
de resposta, confirma-se o observado na analise dos valores da resposta multipla.
No entanto, visando aumentar a vida 0til do equipamento e diminuir o tempo de
digestédo, foram selecionadas como 6timas as condicbes do ponto central para a
digestdo das amostras de arroz. O procedimento proposto esta descrito no item
2.3.3.

A eficiéncia do procedimento de decomposi¢cdo da amostra pode ser avaliada
com base na concentragcdo de carbono residual nas solugbes do digerido. Os

resultados do teor de carbono residual estdo apresentados na Figura 09.

22 4

Conc. C (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Experimento

Figura 09. Teor de carbono residual nas solugbes resultantes dos experimentos do
planejamento Box-Behnken.

Os teores de carbono residual determinados por ICP OES para as solugdes
dos digeridos obtidos em todos os experimentos do planejamento Box-Behnken
variaram entre 2,21 e 18,4 % (m/m)%, mostrando-se adequados em todas as
condicdes investigadas. Segundo Nobrega e colaboradores (2002), os teores de
carbono residual de até 13% n&o causaram interferéncia na determinagédo de metais
por ICP OES, em amostras de plantas. Logo, as concentra¢cdes obtidas sugerem

uma boa eficiéncia de decomposicdo das amostras de arroz na maioria das
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condi¢cdes investigadas para a otimizagdo do procedimento, com excegdo dos
experimentos 2 e 3, que apresentaram concentragbes de carbono residual

superiores a 13%.

3.2. VALIDAGCAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

A validagdo de um método analitico € fundamental para a confiabilidade dos
resultados obtidos (ANVISA, 2003). Normalmente, a validacdo de métodos ocorre
apds a obtencdo de alguns pardmetros de desempenho como: linearidade e faixa de
trabalho; precisédo; exatidao; limite de deteccdo e de quantificacdo; repetitividade,

preciséo, exatidéo, recuperagao e repetitividade (RIBANI e colaboradores,2004).

3.2.1. LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccéo (LOD) é a menor concentracdo do analito detectado, mas
ndo necessariamente quantificado. J& o limite de quantificacdo (LOQ) é a menor
concentragdo do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e
exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas (ANVISA 2003).
Os valores de LOD e LOQ para o procedimento proposto estdo apresentados na
Tabela 14, e foram calculados considerando a média e desvio padréo de 10 brancos

analiticos.

41



Tabela 11. Limites de deteccao e quantificacao para as determinagdes por ICP OES e ICP-MS
Concentracéo (ug g™)

Analito

LOD LOQ
Al 0,8 2,4
As 0,05 0,17
Ca 1,5 5,0
Cd 0,002 0,006
Cu 0,1 0,3
Fe 0,1 0,3
K 0,7 2,3
Mg 2,3 7,7
Mn 0,1 0,3
Mo 0,02 0,06
P 0,7 2,2
Se 0,03 0,1
Zn 0,2 0,6

3.2.2. LINEARIDADE E FAIXA DINAMICA LINEAR

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais & concentragdo do analito em uma amostra (RIBANI e
colaboradores, 2004). Para avaliar a linearidade, utiliza-se o coeficiente de
correlagdo (R) e o coeficiente de determinagéo (R?). Segundo a ANVISA (2003), a
analise da linearidade deve ser feita a partir de determinacdo de, no minimo, 5
concentracdes distintas, e o critério minimo aceitavel ser 0,99 para R e 0,98 para
RZ.

A faixa dinamica linear ou faixa de aplicacdo corresponde a faixa de
concentragcdo que pode ser determinada com uma curva de calibragéo linear, sendo
composta em seu limite inferior, geralmente, pelo limite de quantificagdo, e em seu
limite superior pela concentragdo na qual o sinal analitico desviada linearidade
(SKOOG e colaboradores, 2006).
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Os resultados das curvas analiticas estdo apresentados resumidamente na
Tabela 15. Os coeficientes de determinagdo séo superiores a 0,99, o que implica na
linearidade das curvas conforme condigdes recomendadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (RIBANI e colaboradores, 2004).

Tabela 12. Curvas analiticas das amostras para o ICP OES e ICP-MS

Analito Equacédo dareta R* Faixa dinamica (mg L™)
Al y=1219,7x + 32,974 0,9999 0,2-10
Ca y = 2 10° x+ 251848 0,9999 0,4-10
Cu y =16740x + 465,01 0,9999 0,3-10
Fe y =26384x + 514,87 0,9999 0,2-10
K y=12373x + 1571,4 1,0 0,2 - 100
Mg y =25179x + 11635 0,9995 0,6 - 100
Mn y = 106555x + 3277,8 0,9999 0,3-10
P y =435,31x - 1,9114 0,9999 0,2 - 100
Zn y =22268x + 317,73 0,9998 0,04 - 10
Analito Equacéo dareta R* Faixa dindmica (ug L™
As y =1,0019x - 0,0314 0,9999 0,2-25
Cd y =0,9987x + 0,0202 0,9998 0,01-25
Mo y = 1x - 0,0002 0,9998 0,1-25
Se y =1,0007x - 0,0114 0,9997 0,2-25

3.2.3. EXATIDAO

A exatidéo representa o grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo
método proposto e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A utilizacdo de
materiais de referéncia e a comparagdo de métodos sd@o processos bastante

utilizados para avaliar a exatiddo de um método (RIBANI e colaboradores, 2004).

Para este estudo foi utilizado o material de referéncia certificado (CRM) de

farinha de arroz 1568a NIST, que foi digerido em forno de micro-ondas, em
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guintuplicata, e quantificado em ICP OES e ICP-MS. Os resultados encontrados e 0

percentual de recuperagéo estéo na Tabela 11 e 12.

Nas determinagdes feitas por ICP-MS, o CRM foi analisado duas vezes, sendo
a primeira com modo XT, modo normal de operacdo do equipamento e a segunda
com o modo CCT, com a célula de colisdo ligada, que visa eliminar as interferéncias
poliatbmicas. Como pode ser visto na Tabela 12, para os analitos As e Se as
percentagens de recuperagao foram diferentes, sendo o modo XT o melhor para a
quantificagdo desses analitos e o modo escolhido para as demais quantificagdes. Os
maiores valores obtidos para As e Se quando se utilizou o modo CCT podem-se
creditados a interferéncias espectroscépicas que ndo foram resolvidas mesmo em
modo CCT.

Tabela 13. Comparacgéo dos valores certificados e obtidos para CRM NIST 1568a determinados por
ICP OES.

Valor certificado Valor obtido .
Elemento L L Recuperagéo (%)
(Y%omg g™) (Y%omg g™)
Ca 0,0118 + 0,0006 0,0101 + 0,0002 85,4
K 0,1280 + 0,0008 0,1079 + 0,0028 84,3
Mg 0,056 + 0,002 0,056 + 0,001 100,8
Valor certificado Valor obtido
Elemento 4 4 Recuperagéo (%)
(Mg g™) (Mg g™)
Al 44+10 45+0,7 102,1
Cu 24+0,.3 19+0,1 80,1
Fe 74+0,9 7,1+£0,2 95,3
Mn 20,0+1,6 17,6 £0,1 88,0
Zn 19,4+0,5 16,6 £ 0,1 85,4
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Tabela 14. Comparacéo dos valores certificados e obtidos para SRM 1568a determinados por ICP-
MS.

Valor certificado Valor Obtido
Elemento 4 4 Recuperagéo (%)
(Mg g7) modo XT (ug 97)
As 0,29 £ 0,03 0,24 0,01 81,2
Cd 0,022 + 0,02 0,0207 + 0,002 93,9
Mo 1,46 £0,08 1,41 + 0,05 96,8
Se 0,38 £ 0,04 0,31+ 0,02 81,6
Valor certificado Valor Obtido
Elemento 4 4. Recuperacdo (%)
(Mg g7) modo CCT (ug g™)
As 0,29 £ 0,03 0,56 0,02 194,5
Cd 0,022 + 0,02 0,0200 = 0,003 90,8
Mo 1,46 £0,08 1,30 £ 0,05 89,1
Se 0,38 £ 0,04 1,21 + 0,09 317,8

3.2.4. PRECISAO

A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003).
Matematicamente, a preciséo é expressa pelo desvio padrdo absoluto (s) ou desvio
padréo relativo (RSD) (RIBANI e colaboradores, 2004).

A repetitividade (preciséo intra-corrida) corresponde concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentagao (ANVISA, 2003).

Para avaliar a repetitividade do procedimento proposto foram realizadas duas
digestdes, em dois dias consecutivos, de uma amostra de arroz do tipo polido com
sete réplicas cada, totalizando quatorze determinacfes. N&o foi possivel analisar a

repetitividade para os analitos Cd e Se visto que estes ficaram abaixo do LOD.

De modo geral, houve uma boa preciséo no teste, como mostrado na Tabela
13, com RSD inferior a 10 %, sendo que para os analitos Cu, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn
0 RSD foi inferior a 4%.
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Tabela 15. Resultados (ug g7 do teste de repetitividade para determinacées por ICP OES e ICP MS.

Analito Concentracdo média (ug g™) Desvio padréao RSD (%)
Al 4,5 0,4 9,3
As 0,0948 0,0075 7,9
Ca 41,0 2,9 7,0
Cu 2,18 0,07 3,3
Fe 2,0 0,2 7,3
K 546,0 14,3 2,6
Mg 144.,6 3,2 2,2
Mn 12,4 0,3 2,2
Mo 0,488 0,016 3,3
P 1575,7 3,5 2,2
Zn 12,7 0,5 3,6

3.2.5. TESTE DE RECUPERACAO

A recuperagdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike) antes da digestdo. Este
teste tem como limitagdo o fato do analito adicionado ndo estd, necessariamente, na
mesma forma que na amostra (INMETRO, 2011). A presenca de analitos
adicionados em uma forma mais facilmente detectavel e avaliar possiveis perdas de

analito durante o procedimento.

Na Tabela 16 e 17 encontram-se 0s resultados obtidos no teste de recuperagao
(n=3) para as determinagdes empregando ICP OES e ICP-MS. Pode-se notar que,

para todos os analitos, houve uma boa recuperagéo, variando entre 92 e 115 %.
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3.2.6 EFEITO DE MATRIZ

O efeito de matriz € um tipo de interferéncia espectroscopica que pode ocorrer
nas analises (AGATEMOR e BEAUCHEMIN, 2011), de tal modo que pode interferir
na etapa de determinacdo, visto que influencia na sensibilidade e na intensidade da
emissdo das linhas atdbmicas e idnicas. Este erro é resultante de substancias
orgéanicas nao decompostas (LEHN e colaboradores, 2003; KRUG e colaboradores,

2008).

Para avaliar se ha efeito de matriz deve-se observar a razdo entre os
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas no meio da matriz e no meio

acido (PINHO, 2009), conforme apresentado na Tabela 18.

Considerando os valores das razbes entre os coeficientes angulares da curva
analitica no meio da matriz e meio 4cido, pode-se concluir que ndo houve diferenca
significativa entre os coeficientes angulares das curvas analiticas nos meios
estudados, sendo possivel concluir que ndo existe efeito de matriz para as amostras

de arroz.
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Tabela 16. Resultados (mg L™) do teste de recuperacéo dos elementos Al, Fe, Mn e Zn para determinac&o por ICP OES.

Concentracao Al Fe Mn Zn
Amostra o i i i __
adicionada Média % Média % Média % Média %
Arroz Polido 0,2596 103,8 0,2462 98,5 0,2712 108,5 0,2626 105,0
Arroz Parboilizado 0,25 0,2633 105,3 0,2874 115,0 0,2673 106,9 0,2659 106,4
Arroz Intergral 0,2547 101,9 0,2470 98,8 0,2414 96,6
Concentracao Al Fe Mn Zn
Amostra o i i i i
adicionada Média % Média % Média % Média %
Arroz Polido 3,44 114,6 3,34 111,4 3,34 111,4 3,29 109,8
Arroz Parboilizado 3,0 3,35 111,7 3,26 108,6 3,19 106,4 3,19 106,2
Arroz Intergral 3,27 109,0 3,24 108,1 3,13 104,3 3,15 105,0

Tabela 17. Resultados (ug L™) do teste de recuperacéo dos elementos As, Mo e Se para determinacdo por ICP-MS.

Concentragao As Mo Se
Amostra
adicionada Média % Média % Média %
Arroz Polido 30,86 92,8 31,28 94,1 34,33 102,5
Arroz Parboilizado 33,25 30,62 92,1 31,93 96,0 34,0 102,3
Arroz Intergral 32,22 96,9 33,45 100,6 35,32 106,2
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Tabela 18. Razao entre os coeficientes angulares da curva analitica no meio da matriz e meio acido.

Analito HNO32 mol L™ Arroz polido Razéo Arroz parboilizado Razéo Arro
Al 1222,0 1257,6 1,03 1284,9 1,05 ]
As 0,99831 1,02594 1,03 1,05853 1,06 1
Ca 1735830,0 1670990,0 0,96 1661470,0 0,96 16
Cd 0,99831 1,02594 1,03 1,05853 1,06 1
Cu 16761,8 17428,5 1,04 17293,0 1,03 1
Fe 26409,5 27402,4 1,04 27128,6 1,03 2
K 12372,6 12392,6 1,00 11289,8 0,91 ¢
Mg 252747 23942.,8 0,95 22590,5 0,90 2
Mn 106702,1 112061,8 1,05 111289,3 1,04 1’
Mo 0,99172 0,9927 1,00 0,98848 1,00 0
Se 1,00639 1,08452 1,08 1,11491 1,10
Zn 22268,1 23468,0 1,05 23538,3 1,06 2




3.3. APLICACAO

O procedimento proposto validado para digestdo de amostras de arroz em
forno de micro-ondas com cavidade com acido nitrico diluido foi aplicado em 23
amostras de arroz polido, parboilizado e integral comercializados em supermercados
de Salvador, Bahia. Das amostras digeridas e analisadas, 10 foram de arroz
parboilizado, 8 de arroz polido e 5 de arroz integral, de 13 fornecedores diferentes,

como apresentado na Tabela 02.

As amostras foram digeridas, em triplicata, conforme procedimento descrito no
item 2.3.3. Foram determinados os teores de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn por
ICP OES e de As, Cd, Mo e Se por ICP-MS. As concentracfes encontradas estao
nas Tabelas 19, 20 e 21.

A partir das Tabelas 22 e 23, pode-se comparar os intervalos de concentragao
de macro e micro elementos nos trés diferentes tipos de amostras. De acordo com a
Figura 10, percebe-se que a concentragdo dos analitos diferencia de acordo com o
tipo de arroz, sendo a maior concentracdo encontrada no arroz integral. Essa
diferenca na concentragdo esta relacionada com o processamento do arroz, pois o
arroz passa apenas pela etapa de descascamento a qual ndo leva a redugdo das
quantidades destes micronutrientes presentes nos graos. Ja em relacdo as amostras
de arroz polido e parboilizado, a concentracédo do analito ira depender de como eles
estdo distribuidos no gréo. Assim, os elementos que estiverem nas camadas mais
externas serdo removidos no polimento, assim como o processo de parboilizagéo
pode reter alguns analitos junto ao amido do grdo (STORCK; SILVA e
COMARELLA,, 2005; TEIXEIRA, 2010; NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).
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51



Tabela 19. Concentracdo de Al, Cu, Fe, Mn
determinadas por ICP OES.

e Zn (ug g*) (n=3 + s) nas amostras de arroz

Amostra Al Cu Fe Mn Zn
AB1 8,4+1,0 <LOQ 7,20+0,03 8,3+0,2 13,0+ 0,4
AB2 <LOQ <LOQ 2,10+0,02 7,26+0,05 13,8+0,3
AB3 <LOQ <LOQ 3,39+0,06 5,33+0,02 14,93+0,04
AB4 <LOQ 0,24 + 0,07 2,2+0,1 11,7+0,1 12,0+£0,1
AB5 45+04 2,18 £ 0,07 2,0+0,2 12,4+0,3 12,7+ 0,5
AB6 <LOQ <LOQ <LOQ 6,9+0,3 13,4+0,9
AB7 4,6+0,5 <LOQ 1,3+£0,2 8,0+0,2 8,3+0,3
ABS8 8,57 £ 0,02 <LOQ 1,81+0,05 8,94 +£0,07 95+04
All 29+0,3 0,73 +£0,03 10,5+ 0,5 349+14 17,1+ 0,7
Al2 <LOQ 0,62+0,03 11,0+0,8 31,0+2,7 16,5+1,0
Al3 7,8+0,6 <LOQ 15,1+0,8 247 +£0,7 159+0,5
Al4 <LOQ <LOQ 14,1 £0,5 28,6 £ 0,8 15,0+ 0,2
Al5 <LOQ <LOQ 17,4+04 23,7+16 16,5+ 0,8
AP1 15,3+0,2 <LOQ 125+0,5 53+0,1 6,13 £ 0,08
AP2 <LOQ 0,20 £ 0,02 3,6+0,2 6,2+0,6 6,3+0,4
AP3 <LOQ <LOQ 1,8+0,1 41+0,4 52+0,5
AP4 <LOQ 0,2+0,1 4,1+0,3 6,6 +0,1 7,8+0,1
AP5 <LOQ 0,33+0,04 2,73+0,04 46+0,3 5,82 £ 0,07
AP6 <LOQ <LOQ 28+0,2 35+0,3 52+0,2
AP7 <LOQ <LOQ 2,4+0,2 6,6 +0,3 7804
APS8 <LOQ <LOQ 0,97 £ 0,08 3,6+0,2 6,3+0,1
AP9 3,9+0,3 <LOQ <LOQ 2,78 £ 0,09 48+04

AP10 <LOQ <LOQ <LOQ 4,7+0,3 53+0,2
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Tabela 20. Concentracdo de Ca, K, Mg e P (mg g™) (n=3 # s) nas amostras de arroz determinadas

por ICP OES.

Amostra Ca K Mg P
AB1 0,057 £ 0,004 0,64 £ 0,01 0,72 + 0,02 2,12+ 0,04
AB2 0,049 + 0,003 0,592 £ 0,003 0,246 £ 0,001 2,01+0,01
AB3 0,048 + 0,001 0,53+0,01 0,30 £ 0,01 2,04 £ 0,05
AB4 0,046 + 0,002 0,76 £ 0,01 0,287 £ 0,005 2,12+ 0,03
AB5 0,041 + 0,003 0,55+0,01 0,145 £ 0,003 1,58 £ 0,03
AB6 <LOQ 0,71 +0,03 0,33+0,01 2,19+ 0,06
AB7 0,1148 + 0,0003 0,66 +0,01 0,259 £ 0,006 1,89 + 0,04
AB8 0,1122 + 0,0001 0,67 £0,01 0,282 £+ 0,004 1,94 £ 0,02
All 0,098 + 0,005 2,09 +£0,01 1,54 £0,04 6,81 + 0,06
Al2 0,101 £+ 0,002 2,03 £0,06 1,5+0,1 6,8+0,4
Al3 0,140+ 0,078 1,94 £ 0,03 1,62 £0,04 6,03 £ 0,09
Al4 0,155 + 0,003 1,98 £0,12 1,37 £0,03 5,93+ 0,04
Al5 0,151 + 0,002 1,99 £ 0,06 1,571 + 0,090 6,1+0,3
AP1 0,023 £ 0,002 1,46 + 0,02 1,33 £ 0,06 3,14+0,01
AP2 0,022 + 0,001 1,39 £ 0,03 0,33 +0,03 3,0+£0,1
AP3 0,016 + 0,002 1,43 £ 0,02 0,28 + 0,03 29+0,1
AP4 0,032 £ 0,001 1,43 £ 0,03 0,46 + 0,01 3,34 +£0,03
AP5 0,018 + 0,001 1,47 £ 0,02 0,31 +0,03 2,97 £ 0,06
AP6 0,064 + 0,003 1,52 +0,01 0,291 £ 0,009 2,71+£0,05
AP7 <LOQ 1,51 +0,05 0,42 £0,01 3,2+0,2
AP8 0,024 + 0,004 1,43 +£0,01 0,236 £ 0,007 2,56 £ 0,01
AP9 0,026 + 0,002 1,42 + 0,06 0,20 +0,01 25+0,1

AP10 <LOQ 1,46 £ 0,04 0,28 + 0,01 2,69 +0,05
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Tabela 21. Concentracio de As, Cd, Mo e Se (ug g*) (n=3 * s) nas amostras de arroz determinadas

por ICP-MS.
Amostra As Cd Mo Se
AB1 0,19 + 0,01 0,0166 +0,0004 0,78 + 0,08 0,177 £ 0,029
AB2 0,11 £0,01 0,0166 + 0,0005 0,3+0,01 <LOQ
AB3 0,18 £ 0,01 0,0085 + 0,0007 0,38 + 0,03 0,062 + 0,012
AB4 0,21 £ 0,02 0,014 £ 0,001 0,81 + 0,07 0,093 + 0,025
AB5 <LOQ <LOQ 0,49+ 0,02 <LOD
AB6 <LOQ 0,0101 + 0,0008 0,35+ 0,02 0,112 + 0,009
AB7 0,32 £ 0,02 0,0076 + 0,0003 0,30 £ 0,01 <LOQ
AB8 <LOQ 0,011 £ 0,001 0,39+ 0,01 0,077 £ 0,009
All 0,21 £ 0,02 0,0117 +0,0003 0,53 + 0,03 0,050 + 0,006
Al2 0,24 +0,02 0,017 £ 0,001 0,49 + 0,03 0,075+ 0,004
Al3 0,12+ 0,01 0,010 £ 0,001 0,38 + 0,01 <LOD
Al4 0,20 + 0,02 0,013 £ 0,001 0,45 + 0,04 <LOQ
Al5 0,14 + 0,01 0,013 £ 0,001 0,38 + 0,01 0,079 + 0,007
AP1 0,27 £ 0,04 0,010 £ 0,002 <LOQ 0,271+ 0,016
AP2 0,19 + 0,02 0,0068 + 0,0004 0,40 + 0,02 0,050 + 0,003
AP3 0,14 + 0,01 0,0094 + 0,0004 0,42 + 0,01 0,050 + 0,003
AP4 0,14 £ 0,02 0,0081 + 0,0011 0,36 + 0,02 0,052 + 0,005
AP5 0,14 £ 0,01 0,0040 + 0,0007 0,45 + 0,02 0,053 + 0,007
AP6 0,16 £ 0,01 0,0085 + 0,0008 0,34 + 0,02 <LOQ
AP7 0,16+ 0,01 0,0082 + 0,0008 0,38 + 0,03 0,054 + 0,005
AP8 0,16 £ 0,01 0,017 £ 0,001 0,291 £ 0,008 <LOQ
AP9 0,149 0,005 <LOQ 0,32 + 0,03 <LOQ
AP10 0,166 £ 0,006  0,0076 £ 0,0007 0,34 + 0,01 0,064 + 0,004
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Tabela 22. Intervalo de concentracdo (ug g*) de macro, micro e elementos tracos em amostras de
arroz.

Analito Arroz polido Arroz parboilizado Arroz integral
Al <LOQ - 8,57 <LOQ - 15,3 <LOQ-7,8
As <LOQ -0,32 <LOQ - 0,166 <LOQ -0,24
Cd <LOQ <LOQ - 0,017 0,010 - 0,017
Cu <LOQ -2,18 <LOQ -0,33 <LOQ -0,73
Fe <LOQ - 7,20 <LOQ - 12,5 10,5 -17,4
Mn 533-12,4 2,78 -6,6 23,7-34,9
Mo 0,30-0,81 <LOQ -0,45 0,38 -0,53
Se <LOQ -0,177 <LOQ - 0,271 <LOQ - 0,079
Zn 8,3 -14,93 48-7.8 15,0-171

Tabela 23. Intervalo de concentracdo (mg g™) de macro elementos em amostras de arroz.

Analito Arroz polido Arroz parboilizado Arroz integral
Ca <LOQ - 0,1148 <LOQ - 0,016 0,098 - 0,155
K 0,53-0,76 1,39-1,52 1,94 - 2,09
Mg 0,145 -0,72 0,20 - 0,46 1,37 - 1,62
P 1,58 - 2,19 25-3,34 5,93-6,81

Também foram comparados os intervalos de concentragdo dos analitos
determinados nas 23 amostras de arroz com os valores ja existentes na literatura,

para a mesma matriz, como apresentado nas Tabelas 24 e 25.

Observando as Tabelas 24 e 25, pode-se perceber que as concentracdes
obtidas neste trabalho, de modo geral, encontram-se concordantes com os valores

publicados na literatura.
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Tabela 24. Teor de nutrientes inorganicos (mg 100g™") em amostras arroz declarados na literatura. Continua.

Arroz polido

Al As Ca Cu Cd Fe Fonte
<LOQ - 0,86 <LOQ - 0,03 <LOQ-11,5 <LOQ - 0,22 <LOQ - 0,017 <LOQ -0,72 Este trabalho
ND ND 4,0 0,11 ND 0,7 TACO, 2006
ND ND 4,3 0,2 ND 0,3 OKADA, 2007
0,01 -0,22 ND 10 - 30 0,2-0,3 0,0025 0,2-2,8 WALTER, 2008
ND ND 6,7 0,18 ND 0,4 HEINEMANN, 2005
1,0 0,01 ND ND 0,0013 ND PARENGAM, 2010
ND ND 50 0,27 ND 0,28 OLIVEIRA, 2012
Arroz integral
Al As Ca Cu Cd Fe Fonte
<LOQ-0,8 0,012 - 0,024 9,8-155 <LOQ - 0,073 0,001 -0,0017 11-1,7 Este trabalho
ND ND 8,0 0,070 ND 0,900 TACO, 2006
0,03-2,6 ND 10 -50 0,1-0,6 0,002 - 0,016 0,2-5,2 WALTER, 2008
ND ND 6,9 0,2 ND 0,6 HEINEMANN, 2005
1,7 0,018 ND ND 0,001 ND PARENGAM, 2010
ND ND 8,0 0,21 ND 0,95 OLIVEIRA, 2012
Arroz parboilizado Fonte
Al As Ca Cu Cd Fe
<LOQ-1,53 0,014 - 0,017 <LOQ-1,6 <LOQ-0,033 <LOQ-0,0017 <LOQ-1,25 Este trabalho
ND ND 4,6 0,2 ND 0,4 HEINEMANN, 2005
ND ND 3,0 0,22 ND 0,84 OLIVEIRA, 2012

ND — valor ndo declarado.
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Tabela 25. Continuagdo. Teor de nutrientes inorganicos (mg 100g™) em amostras arroz declarados na literatura.

Arroz polido

K Mg Mn Mo P Se Zn
<LOQ -

53-76 14,5-72 0,53-124 0,03-0,08 158 - 219 0018 0,83-15
62 30 1,0 ND 104 ND 1,2
ND ND 0,6-1,4 ND 130 ND 19-21
58 26 1,1 ND 92 ND 1,2

70 -130 20-50 0,6-1,7 ND 80 - 150 0,03 0,6 -2,3
65 15 0,5 ND 42 0,03 2,1
62 4,1 0,7 ND ND ND 2,2
39 13 1,5 <0,02 64 ND 1,2

Arroz integral
K Mg Mn Mo P Se Zn
<LOQ -

194 - 209 137 - 162 24-35 0,038-0,053 593-681 0008 15-1,7
173 110 2,99 ND 251 ND 1,4
ND ND 2,6-45 ND 300 ND 1,9-25

60 - 280 20 -150 0,2-3,6 ND 170 - 430 0,03 0,6-2,8
182 17 0,4 ND 61 0,04 2,0
218 79 2,1 ND ND ND 2,7
149 108 1,9 <0,02 255 ND 1,6

Arroz parboilizado
K Mg Mn Mo P Se Zn

139 - 152 20 - 46 0,28-0,66 <LOQ-0,045 250-334 <(|)‘8§7 0,48 -0,78
ND ND 0,6-0,8 ND 130 - 200 ND 1,3-15
143 15 0,3 ND 59 0,03 1,2
116 34 0,5 <0,02 138 ND 0,8

ND — valor ndo declarado.



A ANVISA (1965) regulamenta os limites maximos tolerados de contaminantes
em alimentos, como apresentado na Tabela 26. Comparando o intervalo de
concentracdo dos analitos (Tabela 22 e 23), nos trés tipos de arroz estudado, com a
concentragdo regulamentada, pode-se observar que todos os elementos encontram-
se abaixo do limite maximo tolerado, logo as amostras estdo de acordo com as
normas da ANVISA.

Tabela 26. Concentracdo (ug g™) de contaminantes inorganicos em alimentos permitidos pela
ANVISA.

Analito As Cd Cu Se Zn
Limite maximo tolerado 1,00 1,00 30,0 0,30 50,0

Para avaliar os perfis nutricionais e/ou toxicolégicos destas amostras, deve-se
considerar, além das concentracdes determinadas, a taxa de ingestdo diaria de
arroz cerca de 160 g para um adulto brasileiro (IBGE, 2011). Com base nestas
consideragfes, pode-se verificar que o consumo esté dentro do limite adequado. As
concentragdes de ingestdo diaria recomendada (IDR) e o limite maximo toleravel

(LMT) para os analitos investigados, exceto potassio, encontram-se na Tabela 27.

58



Tabela 27. Concentragbes de ingestédo diaria recomendada (IDR) e o limite maximo (LM) tolerado
para cada analito.

IDR LMT IDR LMT IDR

Analito  Sexo _ _ b b _
(mg/dia)® (mg/dia)® (mg/dia)° (mg/dia)® (mg/dia)°

Masculino 500

Al - ND ND ND ND
Feminino 420
Masculino 1,0

As - ND ND ND ND
Feminino 0,9
Masculino

Ca. _______ 1.000 2.500 ND ND 1.000
Feminino
Masculino 0,5

Cd - ND ND ND ND
Feminino 0,4
Masculino 1,2 12,0

Cu - 0,9 10,0 0,9
Feminino 1,0 10,0
Masculino 8,0

Fe 45,0 ND ND 14,0
Feminino 18,0
Masculino 2,3

Mn _ 11,0 2,9 5,0 2,3
Feminino 1,8
Masculino

Mg - ND ND ND ND 260
Feminino
Masculino

Mo - 0,045 ND ND ND 0,045
Feminino
Masculino

P - ND ND ND ND 700
Feminino
Masculino 0,03

Se - 0,055 0,4 - 0,4 0,034
Feminino 0,04
Masculino 11,0 13,5 45

Zn 40,0 7,0
Feminino 8,0 9,4 35

ND — valor n&o declarado.  COZZOLINO, 2005. ® WHO,1996. ¢ ANVISA,2004.
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Na maioria das amostras de arroz as concentragbes correspondentes ao
consumo diario de cada analito ficaram abaixo do considerado como adequado.
Entretanto as concentra¢cdes dos analitos Mo e Se, nos trés tipos de arroz, e Mg, P e
Mn, no arroz integral, encontram-se superiores ao IDR, porém abaixo do LMT. De
modo geral, considerando as amostras analisadas neste trabalho pode-se
considerar que o consumo de arroz ndo apresenta nenhum risco de contaminagao
humana para estes analitos, e para a maioria dos elementos investigados, 0s

valores apontam que este cereal ndo deve ser a Unica fonte de ingestéo diaria.

Vale resaltar que este estudo foi realizado com as amostras cruas e os valores
encontrados correspondem ao teor total dos elementos na matriz. Para uma
avaliacdo mais detalhada da contribuicdo do consumo de arroz para a IDR deve-se
levar em consideragdo que pode ocorrer perdas ou enriquecimento de alguns
analitos durante o cozimento, a depender das condi¢Bes e do recipiente que sera
utilizado. Além disso, sabe-se que o teor total do analito nem sempre esta disponivel
para ser absorvido pelo organismo, a depender da forma que a espécie encontra-se,
sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre a biodisponibilidade dos

elementos nas amostras.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi proposto um procedimento de digestédo de amostras de arroz
utilizando acido nitrico diluido e radiagdo micro-ondas para determinagdo de macro,

micro e elementos trago por ICP OES e ICP-MS.

A otimizagdo multivariada com o planejamento Box-Behnken e a metodologia
de superficie de resposta possibilitaram encontrar as melhores condicbes para a
decomposi¢cdo das amostras, utilizando um reduzido ndmero de experimentos,
reduzindo custo, tempo de preparo e de andlise quando comparado a uma
otimizagcdo univariada. Os resultados obtidos no planejamento experimental
permitiram a otimizagdo das condigfes de tempo e temperatura no ultimo patamar
do programa de aquecimento do forno de micro-ondas, bem como do volume de
acido nitrico, sendo definido como condi¢cdes Otimas o tempo de 20 minutos,

temperatura de 200 °C e volume de 2 mL de HNO:s.

O procedimento avaliado apresentou uma boa exatiddo e preciséo,
evidenciadas pelos percentuais de recuperagéo da digestdo do CRM NIST 1568a e
do teste de recuperagdo para os analitos investigados, que variaram entre 80,1 e
102,1 % e 96,6 e 109,8 %, respectivamente, e pelo desvio padrdo relativo sempre
inferior a 10%, inclusive no teste de repetitividade. Somado a isso, foram alcan¢ados
baixos limites de deteccéo e quantificagdo, coeficientes de correlagdo maiores que
0,999 e inexisténcia de efeito de matriz para ambas as técnicas. Estes resultados
indicam a viabilidade de aplicagéo deste procedimento na determinagéo do teor de
Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn por ICP OES e As, Cd, Mo e Se por ICP-MS, em

amostras de arroz.

O procedimento proposto foi aplicado a 23 amostras de arroz dos tipos polido,
parboilizado e integral comercializadas em Salvador-BA, para determinacdo de Al,
As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se e Zn, contribuindo com as tabelas de
composicdo mineral, principalmente, para o arroz parboilizado, que ha poucos
trabalhos na literatura. De modo geral, os resultados obtidos encontram-se

concordantes com faixas de concentragédo descritas na literatura.
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O procedimento proposto atende aos critérios para a escolha de um método
analitico: simplicidade, segurancga, boa frequéncia analitica, rapidez e utilizagdo de
uma pequena quantidade de acido nitrico. Este Ultimo de acordo com as tendéncias
atuais da quimica verde. Também foi possivel a quantificacdo de elementos n&o
essenciais. Na literatura, sdo poucos os trabalhos que tratam destas espécies, no
entanto é de grande relevancia o conhecimento dessas concentragdes, visto que

mesmo em pequenas quantidades podem trazer prejuizos a saude humana.

Para complementacdo deste estudo, € importante a investigagdo da
biodisponibilidade de micronutriente, bem como a especiacdo dos mesmos, em

especial, das espécies nao essenciais ao organismo humano.
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RESUMO

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos, sendo
o alimento basico na dieta de mais da metade da populacdo mundial. A digestao
acida assistida por radiacdo micro-ondas usando &cidos diluidos vem sendo
bastante utilizada, principalmente, por reduzir a concentracdo &cida mantendo a
eficiéncia da digestdo, gerando menor volume de residuo e diminuindo o fator de
diluicdo antes da andlise. A determinacdo dos teores de nutrientes € de grande
relevancia devido a capacidade nutricional do arroz, que pode conter espécies
essenciais ou contaminantes a saude humana. O objetivo deste trabalho foi propor
um procedimento de digestdo com HNO; diluido empregando forno de micro-ondas
com cavidade para determinagdo de macro, micro e elementos trago (As, Ca, Cd,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se, Zn) em amostras de arroz por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Foi realizado um planejamento
fatorial 3> e Box-Behnken e as variaveis investigadas foram: volume de HNO;
destilado, temperatura e tempo, ambos no Ultimo patamar do programa de
aquecimento. As condi¢des otimizadas foram 2 mL de HNO; e temperatura de 200
°C durante o tempo de 20 minutos. O volume de H;O, 30%, a massa e a
granulometria da amostra foram fixados em 1,0 mL, 250 mg e 500 um,
respectivamente. A exatiddo foi avaliada com o material de referéncia certificado
NIST 1568a e do teste de recuperagdo para os analitos investigados, que variaram
entre 80,1 e 102,1 % e 96,6 e 109,8 %, respectivamente. A precisdo foi verificada
pelo desvio padréo relativo, sendo sempre inferior a 10%, inclusive no teste de
repetitividade. O procedimento proposto foi aplicado na determinagéo dos elementos
em 23 amostras de arroz submetidas a trés tipos de processamentos (polido,
parboilizado e integral). As faixas de concentragcédo para os elementos trago, em ug
g'l, foram: Al (<2,4-15,3); As (<0,2-0,32); Cd (<0,004-0,017); Cu (0,2-2,2); Fe (<0,2-
17,4); Mn (2,8-34,9); Mo (<0,20-0,81); Se (<0,2-0,271) e Zn (4,8-14,9). De modo
geral, os resultados obtidos encontram-se concordantes com as faixas de

concentragao descritas na literatura.

Palavras-chave: arroz, acidos diluidos, preparo de amostras, radiagdo micro-ondas



ABSTRACT

The rice (Oryza sativa) is one of the most produced and consumed cereal, and the
staple on the diet of over half the world's population. Acid digestion microwave-
assisted radiation using diluted acids has been used mainly for reducing the acid
concentration maintaining the efficiency of digestion, generating lesser volume of
waste and reducing the dilution factor prior to analysis. The determination of the
levels of nutrients is of great relevance due to the nutritional capacity of rice, which
can contain species essential or contaminants to human health. The objective of this
study was to propose a procedure employing digestion with diluted HNO3 in a
microwave oven for determination of macro, micro and trace elements (As, Ca, Cd,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se, Zn) in rice samples by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES) and inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). We conducted factorial design 3% and Box-Behnken and the
variables investigated were: volume of HNOs, temperature and time, both in the final
phase of the heating program. The optimized conditions were 2 ml of HNO3, 200 ° C
for a period of 20 minutes. The volume of H,O, 30%, weight and size of the sample
were fixed in 1.0 mL, 250 mg e 500 um, respectively. The accuracy was evaluated
with the certified reference material NIST 1568a and recovery test for the elements
investigated, which ranged between 80.1-102.1 % and 96.6 — 109.8 %, respectively.
Accuracy was verified by the relative standard deviation, always less than 10%,
including the test repeatability. The procedure was applied to the determination of
elements in 23 rice samples subjected to three types of processing (white, parboiled
and brown). The concentration ranges, in ug g™, for the analytes were: Al (<2.4-
15.3); As (<0.2-0.32); Cd (<0.004-0.017); Cu (0.2-2.2); Fe (<0.2-17.4); Mn (2.8-34.9);
Mo (<0.20-0.81); Se (<0.2-0.271) e Zn (4.8-14.9). In general, the results obtained are

in agreement with the concentration ranges described in the literature.

Keywords: rice, diluted acids, sample preparation, microwave radiation
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1. INTRODUCAO

Os gréos de cereais constituem uma fonte valiosa de proteinas para a
alimentacdo humana. Dentre os cereais mais consumidos nas antigas e modernas
civilizacbes destacam-se o arroz, a aveia, a cevada, o centeio, 0 milho e o trigo
(TEIXEIRA, 2010).

O arroz (Oryza sativa) é uma excelente fonte de energia, devido a alta
concentracdo de amido, fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais, e
possui baixo teor de lipidios. Devido & importéncia do arroz na dieta de grande parte
da populagcdo, sua qualidade nutricional afeta diretamente a salde humana
(WALTER; MARCHEZAN e AVILA, 2008; VIEIRA e colaboradores, 2008).

O arroz pode ser utilizado para consumo humano em diversas formas: arroz
em graos (polido, parboilizado e integral); amido, alimentos infantis, 6leo e farinha
comercial de arroz, entre outros. Apenas uma pequena quantidade de arroz é
consumida como ingrediente em produtos processados, sendo seu maior consumo
na forma de grdo. Os mais consumidos sdo, em ordem decrescente, o polido, o
parboilizado e o integral. Entretanto, o consumo de arroz integral vem crescendo
devido ao estimulo dado através de recomendacdes relacionadas a seu maior
beneficio para uma dieta mais saudavel (WALTER; MARCHEZAN e AVILA, 2008;
VIEIRA e colaboradores, 2008; OKADA e colaboradores, 2007).

Os minerais sdo amplamente difundidos na natureza em diferentes formas. A
inalagé@o e ingestéo s&o as principais maneiras de entrarem no organismo humano.
Os elementos quimicos estdo classificados de acordo com sua importancia na saude
humana em: indispensaveis (necesséarios em grande quantidade como Ca, K, Na e
Mg); essenciais (necessérios as fungbes fisiolégicas, mas em concentracbes
elevadas podem se tornar téxicos como o Fe, Co, Mn e Zn); e ndo essenciais ou
toxicos (ndo tem fungdo conhecida como Cd, Hg e Pb) (LEAL e colaboradores,
2009). Devido a essas diferencas é importante o desenvolvimento de métodos

simples e eficientes para determinacéo de elementos trago.

A determinacao dos teores de nutrientes, em varios niveis de concentragdo, em

alimentos é de grande relevancia devido a capacidade nutricional dos mesmos, e

13



gue nestas podem conter espécies essenciais ou contaminantes a salude humana.
Para a realizacdo de uma analise quimica, € necessario um tratamento adequado da
amostra. Normalmente, é realizado um procedimento de digestao, no qual se busca
simplicidade, rapidez, utilizar pequenos volumes de &cidos, permitir a dissolugdo de
grande numero de amostras e, finalmente, produzir resultados precisos e exatos
(ARRUDA E SANTELL, 1997).

1.1. PROCESSAMENTO DO ARROZ

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos, sendo um principal
alimento para mais da metade da populacdo mundial, pois esta presente na dieta de
varios seres humanos (OKADA e colaboradores, 2007). Seu elevado consumo pode
ser atribuido por se tratar de um alimento de baixo custo, de rapido e facil preparo e
bastante versatil, podendo ser utilizado na preparacdo ou acompanhamento de

diversos tipos de pratos.

O arroz é uma planta pertencente & Familia Oryzae. A espécie Oryza sativa L.
€ uma cultura extremamente versatil que se adapta a diferentes condicdes de solo,
seja em terrenos secos ou alagados, com agua corrente ou parada, em argila,
pantanos ou em areia e em diferentes condi¢gdes de clima, desde zonas tropicais a
zonas temperadas. Entretanto, 0 maior sucesso na producéo do grdo desse cereal
ocorre em regides com agua em abundéancia, seja de chuva, de inundacfes ou de
irrigacéo (TEIXEIRA, 2010). A estrutura de um gréo de arroz esta representada nas
Figuras 01 e 02.

Fosis o3 | magemc.iosapar

Figura 01. Representagdo de um gréo de arroz (NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).
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Figura 02. Corte longitudinal do grédo de arroz (NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).

Os gréaos de arroz sdo submetidos a diferentes processos (polimento,
parboilizagdo ou apenas a retirada da casca) para que esteja na forma adequada
para ser adquirido pelo consumidor (STORCK; SILVA e COMARELLA,, 2005;
TEIXEIRA, 2010; NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).

O processamento se inicia com o0 descascamento, neste separa-se a casca do
resto do gréo, obtendo-se o arroz integral. Recomenda-se que este processo néo
seja realizado logo apos a colheita e secagem do gréo, pois varias pesquisas
(NITZKE E BIEDRYCKI, 2012) tém demonstrado que o comportamento do arroz,
tanto no processamento quanto no cozimento, melhora com a armazenagem.
Algumas das vantagens sdo: maior absorcdo de &agua, menor tendéncia a

aglomerar-se ap0s o cozimento e uma menor perda de solidos durante o cozimento.

Apos essa etapa, os gréos podem ser submetidos ao polimento, para obtencao
do arroz polido ou branco, neste processo retira-se uma parte da camada escura
chamada de farelo. Esta etapa tem o objetivo de melhorar a aparéncia e o gosto do
arroz. No entanto, como as camadas externas s8o as que apresentam maiores
quantidades de proteinas, lipidios, fibra, minerais e vitaminas e o centro do gréo €

rico em amido, o0 polimento apresenta a desvantagem da reducdo do teor de
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nutrientes, exceto de amido. Quanto maior a intensidade do polimento, maior

ndmero de camadas sdo perdidas, resultando em uma maior perda de nutrientes.

A parboilizagdo, termo derivado da expressdo em inglés: parboiled = partial
(parcial) + boiled (cozido), também denominado de pré-cozimento (TEIXEIRA, 2010),
foi criado para aumentar a renda do beneficiamento, pois reduz a adesividade do
arroz no cozimento, esteriliza o gréo, aumenta a vida na prateleira e aprisiona
minerais e vitaminas, como representado na Figura 03. Esta etapa, que ocorre antes
do descascamento, envolve o encharcamento do gréo (o suficiente para gelatinizar o
amido), em seguida um resfriamento e uma lenta secagem, o que reduz a ocorréncia

de gréos quebrados durante o polimento.

ARROZ
PARBOILIZADO

ARROZ
BRANCO

Arroz am casco

Arroz &m oasco

Pré-cozrimento
COM Casca

O Arroz Bronco
nbo &

pré-cozido
Yelnrminog

otmorvedas pads gedd

Drescascamento
olimenic

DESEOSC? mania
Pelimanto

Figura 03. Representacdo do aprisionamento dos nutrientes no arroz parboilizado polido
(TEIXEIRA, 2010).

Esses processos podem causar variagdes nas concentragfes de nutrientes
afetando o conteudo deste alimento. Por isso o arroz integral contém maior teor de

alguns nutrientes quando comparado ao polido e ao parboilizado.
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1.2. DIGESTAO COM ACIDOS DILUIDOS E RADIACAO MICRO-ONDAS

As andlises por técnicas espectrométricas sdo amplamente utilizadas para a
quantificacdo do teor de diversos elementos, e, para tal geralmente é requerido a
insercdo da amostra na forma de uma solucdo liquida. Para atender a esta
exigéncia, amostras solidas sdo submetidas a decomposigéo total ou parcial a partir
do ataque 4&cido associado a diferentes fontes de energia (NOBREGA e
colaboradores, 2009; KORN e colaboradores, 2009). Um método ideal de digestédo
de amostras deve ser simples, rapido, gerar resultados precisos e exatos, consumir

pouco reagente e ser aplicavel a muitas amostras (ARRUDA E SANTELL, 1997).

Dois procedimentos sao geralmente empregados para a preparacdo de
amostras: a decomposicdo por via seca e por via Umida. De modo geral, os
procedimentos de degradacdo da matéria organica consomem cerca de 70 a 95%
de todo o processo analitico e estéo sujeitos a perdas do analito e/ou contaminacdes
(ARRUDA E SANTELLI, 1997, KORN e colaboradores, 2009).

Normalmente, a decomposicado de material organico por via iumida implica no
aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral oxidante, sendo o HNO3
0 mais utilizado, ou de misturas de acidos oxidantes ou mistura de um &cido

oxidante com um oxidante auxiliar (peréxido de hidrogénio).

O tratamento de amostras utilizando o aguecimento por radiagdo micro-ondas €
um processo mais rapido, eficiente e seguro em comparagdo ao aquecimento
condutivo. Isso se deve ao fato da radiagdo micro-ondas (onda eletromagnética) ser
absorvida diretamente por todas as moléculas da solugdo, provocando movimentos
rotacionais, alcangcando assim uma temperatura elevada muito rapidamente, sem o
aquecimento do frasco. Por sua vez, no aquecimento condutivo, como o préprio
nome sugere, a transferéncia de calor ocorre por condugdo, levando assim um
tempo maior para alcancar a temperatura desejada (SKOOG e colaboradores, 2006;
KRUG e colaboradores, 2008). A Figura 04 apresenta o esquema simplificado para

as diferentes formas de aguecimento.
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Aquecimento condutivo Aguecimento por microondas

=

Corrente de
convecgio Super aquecimento
localizado

Figura 04. Esquema simplificado das formas de aquecimento condutivo e por micro-ondas
(KRUG e colaboradores, 2008).

A radiacao micro-ondas é composta de ondas eletromagnéticas (propagadoras
de energia), que cobrem uma faixa de frequéncias no espectro que varia entre 300 e
3.000 MHz. Os fornos de micro-ondas de uso doméstico ou para laboratorios,
empregam micro-ondas com frequéncia de 2.450 MHZ, e a poténcia gerada,
normalmente, é superior a 600 W. Em alguns equipamentos pode alcancar 1.400 W,
0 que significa um fornecimento de até 20.076 cal min™ (1 kW = 239 cal s™)
(SANTOS, 2008; KRUG e colaboradores, 2008). No aguecimento por micro-ondas
ocorre a interacdo da radiacdo com os ions dissolvidos e com os solventes,

provocando os fenébmenos de migracao idnica e rotacéo de dipolos.

A migragdo ibnica consiste no movimento eletroforético dos ions dissolvidos em
solugdo. O campo elétrico oscilante produzido pelas micro-ondas promove o
deslocamento dos ions dissolvidos em direcao aos polos com cargas opostas. Este
deslocamento produz um fluxo de corrente cujo movimento sofre resisténcia
causada pelas outras espécies com fluxo oposto ao deslocamento. Como
consequéncia ao deslocamento ocorre a producéo de calor elevando a temperatura
da solucdo. Ja o fendmeno da rotacdo de dipolos corresponde ao efeito do campo
elétrico oscilante das micro-ondas sobre as moléculas que possuem momento
dipolar induzido ou permanente. Como as ondas eletromagnéticas geram campos
elétricos positivos e negativos alternados, isso causa desordem e agitagdo das
moléculas dipolares, logo a energia absorvida para o realinhamento das moléculas é

transformada em calor (KRUG e colaboradores, 2008).
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A etapa de preparo da amostra deve ser tornar mais facil, mais barata e mais
rapida de acordo com as tendéncias da quimica verde (NOBREGA e colaboradores,
2009). Segundo Prado (2003) a quimica verde visa “A cria¢do, o desenvolvimento e
a aplicac@o de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a
geracdo de substancias toxicas”, ou seja, o desenvolvimento de uma quimica
sustentavel, que busca a diminuicdo os danos causados ao meio ambiente. Os
produtos ou processos da quimica verde podem ser divididos em trés grandes
categorias: 1) o uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima; 2)
aumento da eficiéncia de energia, ou a utilizagdo de menos energia para produzir a
mesma ou maior quantidade de produto; 3) evitar o uso de substancias persistentes,
bioacumulativas e toxicas (LENARDAO, 2003).

Essas categorias resultaram em 12 principios da quimica verde, que sdo: 1)
prevencao; 2) economia de atomos; 3) sintese de produtos menos perigosos e com
menor toxicidade; 4) desenvolvimento de produtos seguros; 5) diminuicdo de
solventes e auxiliares; 6) busca pela eficiéncia energética; 7) uso de fontes
renovaveis de matéria-prima; 8) evitar a formagdo de derivados; 9) catélise; 10)
desenvolvimento de compostos para degradacgéo; 11) analise em tempo real para a
prevencdo da poluicdo; 12) quimica intrinsecamente segura para a prevengdo de
acidentes (LENARDAO, 2003; PRADO, 2003).

A digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas vem sendo bastante
utilizada no preparo de amostras, principalmente, por permitir elevadas temperatura
e pressdo em sistema fechado, além de ter como vantagens a utilizagdo de volumes
pequenos de reagentes, minimizacdo de perda de elementos volateis, reducdo dos
valores dos brancos analiticos e redu¢édo do tempo de decomposicdo (NOBREGA e
colaboradores, 2002), que s&o problemas encontrados nos procedimentos
convencionais (decomposi¢do por via seca ou por via Umida com aquecimento
condutivo) (ARRUDA E SANTELLI, 1997).

Com isso, é possivel reduzir a concentragdo acida mantendo a eficiéncia da
digestdo, gerando menor volume de residuo e diminuindo o fator de diluicdo antes
da andlise (NOBREGA e colaboradores, 2010). Geralmente, sdo utilizados é&cidos
concentrados, contudo, alguns estudos demonstram que, em determinados casos é
possivel obter uma decomposicédo satisfatéria com o uso de acido nitrico diluido

(NOBREGA e colaboradores, 2010; COSTA e colabordores, 2006). Segundo Krug e
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colaboradores (2008), é possivel realizar uma decomposic¢éo satisfatdria utilizando
entre 0,4 e 2,0 mL de &cido por 200 mg de amostra, dependendo do teor de

carbono.

A reducdo no volume do acido no preparo da amostra torna-se atrativa por
diversos fatores dentre eles: minimizagcao de residuos gerados e redugédo de custos,
fatores que vao de encontro aos principios da quimica verde; e digeridos com acidez
residual menor, mais apropriado para a analise espectrométrica. Outro fator
importante é o favorecimento da reacdo de decomposicdo a partir da regeneracao
do acido nitrico dentro do frasco de reacédo, conforme representado na Figura 05,
provocando o aumento da pressao do no frasco de reagdo e, por consequente, o
aumento da temperatura de ebulicdo da mistura e a elevagcdo do seu potencial
oxidante (KRUG e colaboradores, 2008; KORN e colaboradores, 2009; BIZZI e

colaboradores, 2011).

Digestdao com HNO, diluido
(CH,), + 2 HNO; -> €O, + 2NO + H,0

Vapores

[\ co,

o,
NO, NO

Oxidante auxiliar
2H,0, > 2H,0 + Oy,

Regenerag¢do do reagente
2NQyg + Oy = 2NOy)
2NO,, + H,0 = HNO, ) + HNO, (o)

Adaptado de Freddy Cienfuegos

Figura 05. Representacdo das reacdes envolvidas na digestdo com acidos diluidos
(CASTRO, 2007).
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1.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na otimizagdo de um procedimento analitico € necessério ajustar muitas
variaveis, como tempo, temperatura, concentracdo e/ou volume de reagentes, a fim
de estabelecer as melhores condi¢fes para a analise ou decomposi¢cado da amostra.
Caso seja realizada uma otimizagdo univariada convencional, este processo pode
consumir muito tempo, trabalho e reagentes, além de negligenciar as interacdes
entre os diferentes fatores que podem afetar os resultados (BEZZERA, 2003;
LOPES e colaboradores, 2009).

No planejamento de experimentos baseado em principios estatisticos, os
pesquisadores podem extrair o maximo de informacéo util, fazendo um reduzido
ndmero de experimentos, atingindo seu objetivo mais rapidamente e com menor
custo (BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2001). Nos Ultimos anos,
procedimentos envolvendo otimizagdo por técnicas multivariadas vem sendo muito
utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos, o que permite a otimizacdo de
diversas variaveis simultaneamente (BEZZERA, 2003; LOPES e colaboradores,
2009).

Segundo Cunico e colaboradores (2008), planejar experimentos € definir uma
sequencia de coletas de dados experimentais para atingir certos objetivos. Dentre os
métodos de planejamento experimentais disponiveis na literatura, o planejamento
fatorial € o mais indicado quando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais
variaveis de influéncia, e todas as combinacdes possiveis dos niveis de cada

variavel investigada.

O tipo de planejamento experimental a ser usado dependera do objetivo que
se deseja atingir com a experimentac¢do. Vale ressaltar que, inicialmente, deve-se
realizar uma triagem, e escolher apenas as variaveis significativas, para ndo perder
tempo otimizando uma variavel que néo influenciard efetivamente no procedimento,
e em seguida, sd@o realizados experimentos para todas as combinac¢des possiveis

dos niveis selecionados.

Em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias de todas as
variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo nas respostas.

Normalmente, no planejamento fatorial, os niveis das varidveis quantitativas, como
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concentracdo, pH e temperatura, sdo costumeiramente codificados com os sinais (+)
e (-), a atribuicdo aos niveis superiores ou inferiores, respectivamente, porém o que
importa € a relacao inicial entre o sinal dado e o efeito obtido. Estes sinais também
permitem esquematizar estas variaveis na forma de matrizes de planejamento,
assim como determinar, por meio de calculos, a influéncia das mesmas e das suas
interac6es no sistema os niveis. Para variaveis qualitativas, como tipos de &cidos e
catalisadores, ndo existem valores altos ou baixos, fica a critério do experimentalista
nomear os seus niveis (ALMEIDA, 2007; CUNICO e colaboradores, 2008).

Com a utilizacdo do ponto central (nivel zero) no experimento, no qual o valor
médio dos niveis de todas as varidveis € empregado, € possivel avaliar a
significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em planejamentos de triagem como
em metodologias de superficie de resposta. Além desta vantagem, recomenda-se
este tipo de experimento, pois, o risco de perder a relacdo néo linear entre os
intervalos € minimizado e é possivel estimar um modelo razoavel e verificar se ha

falta de ajuste (ALMEIDA, 2007).

O planejamento Box-Behnken é descrito como uma classe de projetos de
experimentos fatoriais incompletos de 3 niveis para a estimativa de coeficientes em
um polinbmio de segundo grau. Estes projetos satisfazem aproximadamente o
critério de rotatibilidade (SOUZA, 2002; FERREIRA e colaboradores, 2007). O
desenho experimental, composto por 3 fatores, 3 niveis e 15 experimentos, é
constituido por um conjunto de pontos que se encontram no ponto medio de cada

aresta e o ponto central replicados de um cubo multidimensional.

Comparando o planejamento Box-Behnken com outros modelos (matriz
Doehlert, Pontos Centrais Compostos e Planejamento fatorial completo) o primeiro
demonstrou ser ligeiramente mais eficiente e rapido, poistem poucos ensaios,
principalmente, quando comparado aos Pontos Centrais Compostos (SOUZA, 2002;
FERREIRA e colaboradores, 2007). Outra vantagem do Box-Beknken é que ele nédo
contém combinagBes nas quais todos os fatores estdo simultaneamente nos seus
niveis mais altos ou mais baixos. Logo, esses planejamentos sé@o Uteis para evitar
experimentos realizados em condicbes extremas, evitando a ocorréncia de

resultados insatisfatorios (FERREIRA e colaboradores, 2007).

22



A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) é uma técnica de otimizacao
baseada em planejamentos fatoriais que tem duas etapas distintas (modelagem e
deslocamento) que devem ser repetidas tantas vezes forem necessarias, com o
objetivo de atingir uma regido 6tima (maximo ou minimo) da superficie estudada
(BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2001).

Para aplicar a RSM, séo realizados experimentos fatoriais, cujos resultados séo
ajustados a modelos matematicos. A modelagem normalmente é feita ajustando-se
os modelos mais simples, como o linear e o quadratico. As superficies representam
uma boa maneira de ilustrar graficamente a relagdo entre diferentes variaveis
experimentais e as respostas, oferecendo valiosas informagdes sob o
comportamento das variaveis na regido estudada (BARROS NETO; SCARMINIO e
BRUNS, 2001; BEZZERA, 2003; ALMEIDA, 2007).

1.4. DETERMINACAO DE MACRO, MICRO E ELEMENTOS TRACO EM
ARROZ

O arroz representa um dos alimentos mais importantes no mundo, pois é o
produto de base alimentar para mais de mil milhées de seres humanos. O consumo
nacional deste alimento é elevado e é necessério propor estratégias para avaliar a
composicao nutricional de forma a contribuir para a Tabela de composi¢do dos
alimentos. Além disso, com o0 uso constante de fertilizantes e agrotoxicos é
necesséario determinar também a concentracdo de elementos ndo essenciais de

forma a garantir a qualidade e preservar a salde dos consumidores.

Heinemann e colaboradores (2005) apresentou a composi¢cdo quimica do
arroz branco, parboilizado e integral, comercializados no Brasil, e a contribuicdo dos
minerais na ingestdo diaria recomendada em cada um dos tipos de arroz. O
tratamento da amostra foi realizado de acordo com o método padrédo da AOAC, que
consiste na incineragdo da amostra em forno mufla. Apesar deste ser um
procedimento de referéncia e ter como vantagens a simplicidade e o baixo custo,
apresenta desvantagens quando comparado a outros procedimentos mais atuais
como: perdas de volateis; alto risco de contaminacgéo; baixa frequéncia de andlise e

algumas cinzas séo de dificil dissolugéo.
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Teixeira (2010) investigou um método alternativo no qual a determinacéo P,
Mn e Zn foram realizadas na amostra soélida por espectrometria de fluorescéncia de
raios X de energia dispersiva, dispensando assim a etapa de decomposi¢cdo da
amostra. Os resultados obtidos utilizando o procedimento proposto foram
comparados com encontrados quando as amostras foram submetidas a
procedimento de digestéo assistida por radiagdo micro-ondas, que utiliza 250 mg de
amostra, 7,0 mL de HNO3; concentrado e 1,0 mL de H,O, concentrado. Avaliou-se a
calibragdo com pastilhas de arroz tornadas padrées mediante caracterizagdo por
digestédo em forno de micro-ondas e quantificagéo dos analitos por ICP OES e ICP-
MS. Para avaliar a exatiddo do procedimento proposto foram analisadas cinco
pastilhas preparadas com a amostra certificada de farinha de arroz (1568a NIST) e
nao foi verificada diferenga significativa entre os valores certificados e obtidos ao
nivel de confianca de 95% (TEIXEIRA e colaboradores, 2012).

Mihucz e colaboradores (2010) investigou a remogéo de elementos tragos de
amostras de arroz para determinacdo de As, Cd, Cu, Mn, Ni, Ti e Zn por Inductively
Coupled Plasma Sector Field Mass Spectrometry (ICP-SF-MS). Para a digestdo em
forno de micro-ondas com cavidade utilizou-se H2O, HNO3 e H,O na proporcao de
1:5:1. Foram comparados os resultados obtidos nas amostras que passaram por
etapas de pré-tratamento como lavagem e cozimento, com a finalidade de avaliar a

possivel perda de elementos durante a prética culinaria.

Em trabalho recente, Oliveira e colaboradores (2012) desenvolveram um
método de extragcdo de metais utilizando uma solucdo de EDTA amoniacal e ultra-
som, para determinagédo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn por ICP OES. Para
validar o procedimento proposto, esse foi comparado com o procedimento de
decomposicdo assistido por radiacdo micro-ondas. A digestdo 4cida foi realizada
com 0,25 g da amostra, em seguida, adicdo de 4 mL de HNO365%, 1 mL de
H,O, 30% e 3 mL de agua ultrapura. O procedimento de extracdo proposto foi
adequado para determinagdo dos analitos em amostras de 3 tipos de arroz (integral,

paraboilizado e agulhinha), com excegéo do Fe.

Algumas aplicac6es dos procedimentos e técnicas relacionadas ao preparo de
amostras e a determina¢éo de macro, micro e elementos tragco em amostras de arroz

estdo apresentados na Tabela O1.
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Tabela 01. Procedimentos e técnicas empregados para determinagéo elementar em amostras de arroz.

Analito

Preparo da amostra

Técnica de determinacéo

Referéncia

As, Cd, Cu Fe, Pb e Zn

As, Cu, Mn, Ni, Se e Zn

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Se
eZn
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Zn

Al, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, I, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P, S, Si, Se e Zn

As, Cd e Pb

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn

Al, As, Br, Ca, Cd, CI, Fe, Hg, K,
Mg, Mn e Zn

P, Mn e Zn
As, Cd, Cu, Mn, Ni, Tie Zn

As

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e
Zn

Digestdo com HNO3; em forno micro-ondas

Digestdo com HNO; em forno micro-ondas

Calcinacéo

Digestdo com HCl em placa de
aguecimento

N&o especificado

Calcinacéo e digestdo com HNOz; em
forno micro-ondas

Calcinacéo
Lavagem, secagem da amostra em estufa

€ moagem

Moagem e digestdo com HNO; em forno
micro-ondas

Liofilizacdo ou fervura ou moagem e
digestdo com HNO; em forno micro-ondas

Digestdo com HNOz; em forno micro-ondas

Extracdo com EDTA e digestdo com HNO;
em forno de micro-ondas

GF AAS

ICP-MS

ICP - OES

ICP - OES
N&o especificado
GF AAS e ICP-MS
ICP-MS

GF AAS e INAA

FAAS, ICP OES, ICP-MS e
EDXRF

ICP-SF-MS
ICP-MS

ICP OES

NRIAGU E LIN, 1995

ROYCHOWDHURY;
TOKUNAGA E
MASANORI, 2003

HEINEMANN e
colaboradores, 2005

OKADA e colaboradores,
2007

WALTER; MARCHEZAN
e AVILA, 2008
JORHEM e
colaboradores, 2008

JIANG e colaboradores,
2008

PARENGAM e
colaboradores, 2010

TEIXEIRA, 2010

MIHUCZ e colaboradores,
2010

BATISTA e
colaboradores, 2011
OLIVEIRA e
colaboradores, 2012

25



1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GERAL

Propor um procedimento analitico de digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas com acido nitrico diluido para posterior determinagcdo de macro, micro e
elementos trago em amostras de arroz de forma a tragcar um perfil para os diferentes

tipos de processamento.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um planejamento fatorial de experimentos no processo de
otimizacdo multivariada do procedimento de digestéo.

e Estabelecer as melhores condi¢cdes para digestdo assistida por radiacéo
micro-ondas com &cido nitrico diluido.

¢ Validar o procedimento analitico proposto.

e Aplicar o procedimento proposto em diversas amostras de arroz
comercializadas em Salvador, Bahia.

¢ Contribuir para tabela de composi¢cdo mineral do arroz, a nivel regional.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. REAGENTES E AMOSTRAS

Para os procedimentos analiticos, todas as vidrarias, frascos plasticos e
materiais em geral foram lavados com detergente neutro e, em seguida, foram
submersos em solucdo de HNO3z 10%, por no minimo 12 h para descontaminagéo.

Posteriormente, os materiais foram lavados com agua deionizada por trés vezes.

As solugbes utilizadas foram preparadas a partir de reagentes analiticos com
alto grau de pureza e as diluigbes feitas com agua ultrapura com resistividade
especifica de 18,2 MQ cm, de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA).

Nas digestdes em forno de micro-ondas com cavidade foi utilizado &cido nitrico
destilado 16 mol L™ (Merck, Alemanha) e perdxido de hidrogénio 30 % (Merck,

Alemanha).

Para a avaliagdo da concentragdo dos analitos foram preparadas solugbes
multielementares, sendo: 50 mg Lt para os elementos Al, Cu, Fe, Mn e Zn, a partir
da diluicdo das solucdes padrdo de 1.000 ou 4.000 mg L* de cada elemento
(Specsol, Brasil); de 500 mg L™ para os macro elementos K, Ca, Mg e P, partir da
diluicdio das solucdes padréo de 4.000 ou 10.000 mg L™ de cada elemento (Specsol,
Brasil) e 500 pg L™ para os elementos trago As, Cd, Mo e Se, partir da diluicio das
solugdes padrdo de 1.000 mg L* de cada elemento (Specsol, Brasil). Para a
determinac&o do carbono residual foi preparada uma solugdo estoque 5000 mg L™
de carbono a partir de acido citrico monohidratado (Merck, Alemanha). Estas

solugdes foram utilizadas para o preparo das curvas analiticas de calibracéo.

As amostras de arroz polido, parboilizado e integral foram adquiridas em
supermercados de Salvador, Bahia, transportadas até o laboratério, onde foram
trituradas por 5 minutos e peneiradas. Foram adquiridas 23 amostras de 13
fornecedores diferentes, sendo 8 amostras de arroz polido, 5 amostras de arroz
integral e 10 amostras de arroz parboilizado. A identificacdo destas amostras esta

apresentada na Tabela 02. Para validagdo do procedimento proposto, foi usado o
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material de referéncia certificado (CRM) de farinha de arroz 1568a NIST (National

Institute of Standards and Technology).

Tabela 02. Identificacdo das amostras de arroz.

Arroz Branco Arroz Integral Arroz Parboilizado
Cédigo Fornecedor | Coédigo  Fornecedor Cédigo Fornecedor

AB1 Fornecedor 1 All Fornecedor 1 AP1 Fornecedor 1
AB2 Fornecedor 7 Al2 Fornecedor 2 AP2 Fornecedor 10
AB3 Fornecedor 8 Al3 Fornecedor 9 AP3 Fornecedor 11
AB4 Fornecedor 2 Al4 Fornecedor 3 AP4 Fornecedor 12
ABS5 Fornecedor 3 AI5 Fornecedor 4 APS Fornecedor 2
ABG6 Fornecedor 4 APG6 Fornecedor 6
AB7 Fornecedor 5 AP7 Fornecedor 4
ABS8 Fornecedor 6 AP8 Fornecedor 5

AP9 Fornecedor 3

AP10 Fornecedor 13

2.2. EQUIPAMENTOS

A trituragdo das amostras foi realizada em moinho de bolas SPEX Sampleprep
800M MIXER/MILL, e peneiradas em malha de nylon 500 pm.

As digestbes das amostras foram realizadas em forno de micro-ondas com

cavidade Milestone, Start D (Bergamo, Italia), em frascos de perfluoralcoxi (PFA).

As analises multielementares foram realizadas em espectrémetro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), simultaneo, com visdo axial
VISTA PRO (Varian, Mulgrave, Australia), com camara de nebulizacdo Sturman-
Master e nebulizador V-Groove e em espectrometro de massa com plasma

indutivamente acoplado, modelo XSeriesll (Thermo Electron Corporation, Germany).
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2.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.3.1. PROCEDIMENTO DE OTIMIZAGAO

Para estabelecer o procedimento experimental de digestdo de amostras de
arroz por forno de micro-ondas com cavidade, foi realizado uma otimizagcéo
multivariada utilizando planejamento fatorial a fim de comparar com o procedimento
proposto por Teixeira (2010). Neste pesou-se 250 mg das amostras em po, em
seguida, adicionou-se 7 mL de HNO;z; concentrado e 1 mL de H;O, 30%. As
solugdes digeridas foram diluidas para 20,0 mL com agua ultrapura. O programa de

aquecimento utilizado esta descrito na Tabela 03.

Tabela 03. Programa de aquecimento do procedimento de referéncia (TEIXEIRA, 2010).
Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W)  Presséao (bar)

1 4 90 500 35
2 2 90 500 35
3 8 180 750 35
4 15 180 750 35
Ventilagao 10 - 0 -

De forma a possibilitar a utilizacdo de uma (nica amostra em todos o0s
experimentos, foi preparada e homogeneizada, conforme descrito o item 2.2, uma
grande quantidade da amostra AB5. Foi utilizado do programa STATISTICA 6.0 para

estabelecer o modelo experimental e a analise dos resultados.

Inicialmente foi feito um planejamento fatorial completo de dois niveis com trés
fatores (2°): temperatura (190, 200 e 210 °C) e tempo (15, 20 e 25 min), ambos no
tltimo patamar, e concentracdo de HNO3 (2,0; 8,0; e 14,0 mL) e foram realizadas
trés réplicas no ponto central. O volume de H,O, 30%, massa e granulometria da
amostra foram fixados em 1,0 mL, 250 mg e 500 um, respectivamente. Na Tabela 04

estq mostrado o programa de aquecimento utilizado neste experimento.
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Tabela 04. Programa de aquecimento para o procedimento de digestao assistida por micro-ondas no
planejamento fatorial.

Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W)  Presséao (bar)

1 4 90 750 35
2 2 90 750 35
3 10 * 1000 35
4 * * 1000 35
Ventilagao 10 - 0 -

Com a finalidade de obter os valores criticos da digestdo foi realizado o
planejamento tipo Box-Behnken, mantendo o mesmo programa de aquecimento,
bem como os fatores de estudos e os niveis dos fatores tempo e temperatura do
planejamento fatorial completo. Os niveis do fator concentracdo de &cido nitrico

mudaram para 2,0; 4,5 e 7,0 mol L

2.3.2. VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

Apos a obtencdo dos valores criticos para os fatores estudados na otimizacao
multivariada, o procedimento proposto foi validado pela obtencdo de alguns
parametros de desempenho como: limite de detecgcédo e de quantificagcdo, preciséo,

exatidao, recuperagao e repetitividade).

2.3.3. DIGESTAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram digeridas em forno micro-ondas com cavidade conforme
programa de aquecimento apresentado na Tabela 05. Para tal procedimento foi
pesado, no frasco de PFA, aproximadamente, 250 mg da amostra triturada, em
seguida, adicionou-se 2 mL de HNO3 destilado, 5 mL de agua ultrapura e 1 mL de
H.,O, 30%. Todas as amostras foram digeridas em triplicata. Os brancos analiticos
constituiram-se da mesma mistura, acido nitrico, agua e peréxido de hidrogénio,

usada para decompor as amostras, submetida ao mesmo programa de
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aquecimento, sem a presenca da amostra. Ao final das digestbes, as solugdes

resultantes foram diluidas com &gua ultrapura até um volume final de 15 mL.

Tabela 05. Programa de aquecimento do procedimento proposto.

Etapa Tempo (min) T (°C) Poténcia maxima (W) Presséo (bar)
1 4 90 750 35
2 2 90 750 35
3 10 200 1000 35
4 20 200 1000 35
Ventilagao 10 - 0 -

2.4. DETERMINACAO DOS ANALITOS

2.4.1. [ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP OES)

Para a determinagdo de micro e macro elementos nas amostras (Al, C, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, P e Zn) foi utilizado espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) simultdneo com viséo axial. O sistema 6ptico do
ICP OES foi calibrado com solugéo de referéncia multielementar e o alinhamento da
tocha foi realizado com uma solucdo de Mn 5,0 mg L. As linhas espectrais foram
selecionadas considerando as intensidades dos sinais de emisséo, sensibilidade e
auséncia de interferéncias. Na Tabela 06 séo listados os paradmetros instrumentais e

os comprimentos de onda utilizados para determinagéo dos analitos.
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Tabela 06. Parametros instrumentais e comprimento de onda nas determinac¢6es por ICP OES.

Parametros instrumentais

Poténcia RF (kW) 1,3
Vazdo do gas de nebulizagdo (L min™) 0,70
Vazao do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vazédo do gas do plasma (L min™) 15
Tempo de integracéo (s) 2,0
Tempo de estabilizagéo (min) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3
Nebulizador V-Groove
Céamara de Nebulizagéo Sturman-Master

Elementos e respectivos comprimentos de onda

Elemento Comprimentos de onda (nm)
Al 237,312 396,152 167,019
C 193,027 175,122 247,856
Ca 393,366 396,847 422,673
Cu 213,598 324,754 327,395
Fe 234,350 238,204 259,940
K 404,721 766,491 769,897
Mg 279,553 280,270 285,213
Mn 257,610 259,372 260,568
P 177,434 178,222 213,618
Zn 202,548 206,200 213,857
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2.4.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP-MS)

Para a quantificagdo dos elementos tragos nas amostras foi utilizado
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os
elementos selecionados para as determinagdes foram: As, Cd, Cr, Hg, Mo, Pb e Se.
N&o foi possivel realizar as quantificacbes das espécies Cr, Hg e Pb, visto que suas
concentragdes encontravam-se abaixo do limite de quantificagédo tanto no CRM
guanto nas amostras. Foi utilizado como padréo interno uma solugcédo multielementar
de Ge, Rh, Sc e Ti, pois estes elementos possuem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes as dos analitos (As, Cd, Mo e Se), permitindo assim corrigir erros

associados as varia¢des instrumentais.

Na Tabela 07 s&o listados os parametros instrumentais utilizados para

determinagéo dos analitos.

Tabela 07. Parametros instrumentais e isétopos utilizados nas determinagdes por ICP-MS.
Parametros Instrumentais

Poténcia 1350 W
Fluxo de gas de nebulizacéo 0,87 L min™?
Fluxo de gas do plasma 13 L min*
Fluxo de gas auxiliar 0,7 L min?
Modo anélise Peak Jump

Sweeps 100
Dwell time 10 ms
Is6topos Sas, 11cd, ®*Mo e #Se.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. OTIMIZACAO MULTIVARIADA

Nos Uultimos anos, o planejamento fatorial tem se tornado uma ferramenta
bastante empregada nas otimiza¢gGes multivariadas, pois possibilita ajustar varios
fatores e o efeito de possiveis interagbes entre as varidveis de estudo, que afetam
os procedimentos analitcos (COSTA e colaboradores, 2006; LOPES e
colaboradores, 2009). Nesta etapa, anteriormente as digestfes foi necesséario a
moagem, para diminuigdo do tamanho das particulas e, por consequente, conseguir
uma melhor homogeneidade entre os resultados das amostras. Foi selecionada a
amostra AB5, que foi preparada em grande quantidade, visando o uso de uma Unica

amostra em todos 0s experimentos.

No planejamento fatorial completo foram obtidas recuperacdes médias dos
analitos na faixa de 32 a 104 %, comparado com os resultados do método de
referéncia, proposto por Teixeira (2010), como mostrado na Tabela 08. Para avaliar
a eficiéncia simultanea na determinacdo multivariada, para cada experimento, foi
utilizada a equagédo 1 (SANTOS e colaboradores, 2009) com a finalidade de fazer o
escalamento dos dados, onde RM é a resposta multipla, Ry € a recuperacdo de um
analito em um dado experimento e Rmax x € @ maior recuperacdo no conjunto de

experiéncias para o analito x.

R R R R
RM= (—C” )+ ( . ) + ( - ) + ( = ) Equagéo 1
Rmax cu Rmax K Rméax Mn Rméx zn

A partir da analise do gréfico de Pareto para a resposta multipla, Figura 06,
observa-se que, no dominio experimental estudado considerando a resposta
multipla, os fatores temperatura e tempo e a interacdo temperatura X concentracdo
foram significativos (efeito positivo), e os melhores resultados foram encontrados nos
niveis maximos de tempo, intermediario de temperatura e maximo e minina da

concentragdo 4cida.
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Nestas condi¢des, as percentagens de recuperagao variaram entre 54 e 98 %,
sendo assim necessario realizar novos estudos de forma a propiciar a utilizacao do
procedimento de digestdo de amostras de arroz com &cido nitrico diluido para um
maior numero de analitos. Assim foi desenvolvido um novo planejamento fatorial
utilizando desenho Box-Behnken com a finalidade de definir os valores criticos para
esta matriz.

7
(3)CONC(L)

Figura 06. Grafico de Pareto para resposta multipla do planejamento fatorial completo.
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Tabela 08. Matriz do planejamento fatorial completo e resposta dos analitos e da resposta multipla, em percentagem de recuperagao.

Experimento  Conc. HNO3 Temperatura Tempo Cu Fe Mn P Zn RM
1 +1 +1 +1 42,65 52,05 92,84 79,24 64,87 3,98

2 +1 +1 -1 52,24 46,39 94,44 79,62 65,03 4,10

3 +1 -1 +1 44,64 56,46 90,95 75,33 62,92 3,97

4 +1 -1 -1 59,17 60,64 93,14 77,82 61,55 4,28

5 -1 +1 +1 0,0 61,64 92,82 53,9 54,21 2,96

6 -1 +1 -1 31,89 74,92 97,06 70,46 58,16 3,90

7 -1 -1 +1 59,68 90,14 96,87 64,86 54,58 4,42

8 -1 -1 -1 60,63 70,14 97,92 98,18 63,86 4,70

9 PC 0 0 0 35,25 63,68 100,37 74,99 60,05 3,94
10 PC 0 0 0 43,26 61,48 104,05 85,29 60,65 4,20
11 PC 0 0 0 37,64 86,03 102,11 76,99 57,4 4,22
12 PC 0 0 0 32,55 68,39 103,48 77,69 57,13 3,96
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No planejamento Box-Behnken os fatores de estudos e os niveis dos fatores

tempo e temperatura ndo foram alterados, logo utilizou-se os do planejamento

fatorial completo,. No entanto, os niveis do fator concentracdo de acido nitrico

mudaram para 2,0; 4,5 e 7,0 mol LY a partir do acido nitrico destilado 16 mol Lt Os

experimentos foram realizados conforme a matriz apresentada na Tabela 09.

Tabela 09. Matriz do planejamento fatorial desenho Box-Behnken para otimizacdo multivariada de

digestao de amostras de arroz.

Experimento Conc. HNO3 Temperatura Tempo
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 PC 0 0 0
14 PC 0 0 0
15 PC 0 0 0

A realizagéo dos experimentos da matriz Box-Behnken geraram os resultados, em

percentagem de recuperacdo (Tabela 10) utilizando também como referéncia os

valores obtidos na digestdo assistida por micro-ondas usando o procedimento

validado por TEIXEIRA, 2010.
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Tabela 10. Resultado do planejamento fatorial Box-Bhenken, em percentagem de recuperacao e
resposta multipla, para digestao de amostras de arroz por micro-ondas com cavidade.

Analitos (%)

Experimento RM
Cu K Mn Zn

1 20,8 113,4 121,9 96,8 2,965

2 92,1 98,8 90,3 80,9 3,095

3 17,9 136,5 123,8 100,2 3,155
4 96,6 110,5 93,7 76,4 3,204
5 33,5 135,9 117,7 95,1 3,193

6 101,3 113,0 96,8 75,4 3,281

7 7,1 137,7 119,8 97,2 3,003

8 100,4 110,4 94,2 78,4 3,262

9 108,7 113,8 97,9 79,0 3,399
10 95,8 114,2 103,3 83,6 3,373
11 100,6 114,8 105,0 78,0 3,378
12 100,2 116,5 105,8 80,4 3,418
13 PC 101,4 116,3 104,2 80,4 3,415
14 PC 102,6 114,5 105,2 83,5 3,451
15 PC 109,5 116,0 105,8 74,5 3,441

Avaliando apenas os resultados da resposta multipla, pode-se perceber que as
maiores recuperagdes dos analitos, entre 74 e 116 %, foram obtidas no ponto central
e no experimento 12 e, consequentemente, os maiores valores de RM, logo o
procedimento proposto poderd ser realizado em uma dessas condigdes. E
importante observar que em ambas utiliza-se o volume de 2,0 mL de HNO3 destilado
para a digestdo de 250 mg da amostra, condicdo que se encaixa dentro do
considerado adequado por Krug e colaboradores (2008), no qual recomenda-se

utilizar entre 0,4 e 2,0 mL de acido por 200 mg de amostra.

Esta reducdo no volume do reagente no desenvolvimento de um procedimento
analitico torna-se importante, visto que ocorre o favorecimento da reagdo de
decomposicdo a partir da regeneracdo do acido nitrico dentro do frasco de reacéo,
provocando o aumento da pressao do no frasco de reagéo e, por consequente, o

aumento da temperatura de ebulicdo da mistura e a elevagcdo do seu potencial
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oxidante (KRUG e colaboradores, 2008; BIZZI e colaboradores, 2011). Além de
possibilitar a minimizacdo de residuos gerados, reducdo de custos, obtencdo de
menores valores de branco e digeridos com acidez residual menor, mais apropriados

para a analise espectrométrica.

Para confirmar o observado e determinar os valores 6timos para a digestdo da
amostra apos essa otimizacao foram avaliados os Gréaficos de Pareto e as

Superficies de Resposta, Figura 07 e 08 respectivamente.

2222222

Figura 08. Superficie de Resposta para resposta multipla do planejamento Box-Behnken.
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No grafico de Pareto, observa-se que os fatores concentracdo e temperatura
foram significativos (efeito positivo) para resposta multipla. No grafico de superficie
de resposta, confirma-se o observado na analise dos valores da resposta multipla.
No entanto, visando aumentar a vida 0til do equipamento e diminuir o tempo de
digestédo, foram selecionadas como 6timas as condicbes do ponto central para a
digestdo das amostras de arroz. O procedimento proposto esta descrito no item
2.3.3.

A eficiéncia do procedimento de decomposi¢cdo da amostra pode ser avaliada
com base na concentragcdo de carbono residual nas solugbes do digerido. Os

resultados do teor de carbono residual estdo apresentados na Figura 09.

22 4

Conc. C (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Experimento

Figura 09. Teor de carbono residual nas solugbes resultantes dos experimentos do
planejamento Box-Behnken.

Os teores de carbono residual determinados por ICP OES para as solugdes
dos digeridos obtidos em todos os experimentos do planejamento Box-Behnken
variaram entre 2,21 e 18,4 % (m/m)%, mostrando-se adequados em todas as
condicdes investigadas. Segundo Nobrega e colaboradores (2002), os teores de
carbono residual de até 13% n&o causaram interferéncia na determinagédo de metais
por ICP OES, em amostras de plantas. Logo, as concentra¢cdes obtidas sugerem

uma boa eficiéncia de decomposicdo das amostras de arroz na maioria das
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condi¢cdes investigadas para a otimizagdo do procedimento, com excegdo dos
experimentos 2 e 3, que apresentaram concentragbes de carbono residual

superiores a 13%.

3.2. VALIDAGCAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

A validagdo de um método analitico € fundamental para a confiabilidade dos
resultados obtidos (ANVISA, 2003). Normalmente, a validacdo de métodos ocorre
apds a obtencdo de alguns pardmetros de desempenho como: linearidade e faixa de
trabalho; precisédo; exatidao; limite de deteccdo e de quantificacdo; repetitividade,

preciséo, exatidéo, recuperagao e repetitividade (RIBANI e colaboradores,2004).

3.2.1. LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccéo (LOD) é a menor concentracdo do analito detectado, mas
ndo necessariamente quantificado. J& o limite de quantificacdo (LOQ) é a menor
concentragdo do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e
exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas (ANVISA 2003).
Os valores de LOD e LOQ para o procedimento proposto estdo apresentados na
Tabela 14, e foram calculados considerando a média e desvio padréo de 10 brancos

analiticos.
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Tabela 11. Limites de deteccao e quantificacao para as determinagdes por ICP OES e ICP-MS
Concentracéo (ug g™)

Analito

LOD LOQ
Al 0,8 2,4
As 0,05 0,17
Ca 1,5 5,0
Cd 0,002 0,006
Cu 0,1 0,3
Fe 0,1 0,3
K 0,7 2,3
Mg 2,3 7,7
Mn 0,1 0,3
Mo 0,02 0,06
P 0,7 2,2
Se 0,03 0,1
Zn 0,2 0,6

3.2.2. LINEARIDADE E FAIXA DINAMICA LINEAR

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais & concentragdo do analito em uma amostra (RIBANI e
colaboradores, 2004). Para avaliar a linearidade, utiliza-se o coeficiente de
correlagdo (R) e o coeficiente de determinagéo (R?). Segundo a ANVISA (2003), a
analise da linearidade deve ser feita a partir de determinacdo de, no minimo, 5
concentracdes distintas, e o critério minimo aceitavel ser 0,99 para R e 0,98 para
RZ.

A faixa dinamica linear ou faixa de aplicacdo corresponde a faixa de
concentragcdo que pode ser determinada com uma curva de calibragéo linear, sendo
composta em seu limite inferior, geralmente, pelo limite de quantificagdo, e em seu
limite superior pela concentragdo na qual o sinal analitico desviada linearidade
(SKOOG e colaboradores, 2006).
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Os resultados das curvas analiticas estdo apresentados resumidamente na
Tabela 15. Os coeficientes de determinagdo séo superiores a 0,99, o que implica na
linearidade das curvas conforme condigdes recomendadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (RIBANI e colaboradores, 2004).

Tabela 12. Curvas analiticas das amostras para o ICP OES e ICP-MS

Analito Equacédo dareta R* Faixa dinamica (mg L™)
Al y=1219,7x + 32,974 0,9999 0,2-10
Ca y = 2 10° x+ 251848 0,9999 0,4-10
Cu y =16740x + 465,01 0,9999 0,3-10
Fe y =26384x + 514,87 0,9999 0,2-10
K y=12373x + 1571,4 1,0 0,2 - 100
Mg y =25179x + 11635 0,9995 0,6 - 100
Mn y = 106555x + 3277,8 0,9999 0,3-10
P y =435,31x - 1,9114 0,9999 0,2 - 100
Zn y =22268x + 317,73 0,9998 0,04 - 10
Analito Equacéo dareta R* Faixa dindmica (ug L™
As y =1,0019x - 0,0314 0,9999 0,2-25
Cd y =0,9987x + 0,0202 0,9998 0,01-25
Mo y = 1x - 0,0002 0,9998 0,1-25
Se y =1,0007x - 0,0114 0,9997 0,2-25

3.2.3. EXATIDAO

A exatidéo representa o grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo
método proposto e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A utilizacdo de
materiais de referéncia e a comparagdo de métodos sd@o processos bastante

utilizados para avaliar a exatiddo de um método (RIBANI e colaboradores, 2004).

Para este estudo foi utilizado o material de referéncia certificado (CRM) de

farinha de arroz 1568a NIST, que foi digerido em forno de micro-ondas, em
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guintuplicata, e quantificado em ICP OES e ICP-MS. Os resultados encontrados e 0

percentual de recuperagéo estéo na Tabela 11 e 12.

Nas determinagdes feitas por ICP-MS, o CRM foi analisado duas vezes, sendo
a primeira com modo XT, modo normal de operacdo do equipamento e a segunda
com o modo CCT, com a célula de colisdo ligada, que visa eliminar as interferéncias
poliatbmicas. Como pode ser visto na Tabela 12, para os analitos As e Se as
percentagens de recuperagao foram diferentes, sendo o modo XT o melhor para a
quantificagdo desses analitos e o modo escolhido para as demais quantificagdes. Os
maiores valores obtidos para As e Se quando se utilizou o modo CCT podem-se
creditados a interferéncias espectroscépicas que ndo foram resolvidas mesmo em
modo CCT.

Tabela 13. Comparacgéo dos valores certificados e obtidos para CRM NIST 1568a determinados por
ICP OES.

Valor certificado Valor obtido .
Elemento L L Recuperagéo (%)
(Y%omg g™) (Y%omg g™)
Ca 0,0118 + 0,0006 0,0101 + 0,0002 85,4
K 0,1280 + 0,0008 0,1079 + 0,0028 84,3
Mg 0,056 + 0,002 0,056 + 0,001 100,8
Valor certificado Valor obtido
Elemento 4 4 Recuperagéo (%)
(Mg g™) (Mg g™)
Al 44+10 45+0,7 102,1
Cu 24+0,.3 19+0,1 80,1
Fe 74+0,9 7,1+£0,2 95,3
Mn 20,0+1,6 17,6 £0,1 88,0
Zn 19,4+0,5 16,6 £ 0,1 85,4
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Tabela 14. Comparacéo dos valores certificados e obtidos para SRM 1568a determinados por ICP-
MS.

Valor certificado Valor Obtido
Elemento 4 4 Recuperagéo (%)
(Mg g7) modo XT (ug 97)
As 0,29 £ 0,03 0,24 0,01 81,2
Cd 0,022 + 0,02 0,0207 + 0,002 93,9
Mo 1,46 £0,08 1,41 + 0,05 96,8
Se 0,38 £ 0,04 0,31+ 0,02 81,6
Valor certificado Valor Obtido
Elemento 4 4. Recuperacdo (%)
(Mg g7) modo CCT (ug g™)
As 0,29 £ 0,03 0,56 0,02 194,5
Cd 0,022 + 0,02 0,0200 = 0,003 90,8
Mo 1,46 £0,08 1,30 £ 0,05 89,1
Se 0,38 £ 0,04 1,21 + 0,09 317,8

3.2.4. PRECISAO

A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003).
Matematicamente, a preciséo é expressa pelo desvio padrdo absoluto (s) ou desvio
padréo relativo (RSD) (RIBANI e colaboradores, 2004).

A repetitividade (preciséo intra-corrida) corresponde concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentagao (ANVISA, 2003).

Para avaliar a repetitividade do procedimento proposto foram realizadas duas
digestdes, em dois dias consecutivos, de uma amostra de arroz do tipo polido com
sete réplicas cada, totalizando quatorze determinacfes. N&o foi possivel analisar a

repetitividade para os analitos Cd e Se visto que estes ficaram abaixo do LOD.

De modo geral, houve uma boa preciséo no teste, como mostrado na Tabela
13, com RSD inferior a 10 %, sendo que para os analitos Cu, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn
0 RSD foi inferior a 4%.
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Tabela 15. Resultados (ug g7 do teste de repetitividade para determinacées por ICP OES e ICP MS.

Analito Concentracdo média (ug g™) Desvio padréao RSD (%)
Al 4,5 0,4 9,3
As 0,0948 0,0075 7,9
Ca 41,0 2,9 7,0
Cu 2,18 0,07 3,3
Fe 2,0 0,2 7,3
K 546,0 14,3 2,6
Mg 144.,6 3,2 2,2
Mn 12,4 0,3 2,2
Mo 0,488 0,016 3,3
P 1575,7 3,5 2,2
Zn 12,7 0,5 3,6

3.2.5. TESTE DE RECUPERACAO

A recuperagdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike) antes da digestdo. Este
teste tem como limitagdo o fato do analito adicionado ndo estd, necessariamente, na
mesma forma que na amostra (INMETRO, 2011). A presenca de analitos
adicionados em uma forma mais facilmente detectavel e avaliar possiveis perdas de

analito durante o procedimento.

Na Tabela 16 e 17 encontram-se 0s resultados obtidos no teste de recuperagao
(n=3) para as determinagdes empregando ICP OES e ICP-MS. Pode-se notar que,

para todos os analitos, houve uma boa recuperagéo, variando entre 92 e 115 %.
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3.2.6 EFEITO DE MATRIZ

O efeito de matriz € um tipo de interferéncia espectroscopica que pode ocorrer
nas analises (AGATEMOR e BEAUCHEMIN, 2011), de tal modo que pode interferir
na etapa de determinacdo, visto que influencia na sensibilidade e na intensidade da
emissdo das linhas atdbmicas e idnicas. Este erro é resultante de substancias
orgéanicas nao decompostas (LEHN e colaboradores, 2003; KRUG e colaboradores,

2008).

Para avaliar se ha efeito de matriz deve-se observar a razdo entre os
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas no meio da matriz e no meio

acido (PINHO, 2009), conforme apresentado na Tabela 18.

Considerando os valores das razbes entre os coeficientes angulares da curva
analitica no meio da matriz e meio 4cido, pode-se concluir que ndo houve diferenca
significativa entre os coeficientes angulares das curvas analiticas nos meios
estudados, sendo possivel concluir que ndo existe efeito de matriz para as amostras

de arroz.
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Tabela 16. Resultados (mg L™) do teste de recuperacéo dos elementos Al, Fe, Mn e Zn para determinac&o por ICP OES.

Concentracao Al Fe Mn Zn
Amostra o i i i __
adicionada Média % Média % Média % Média %
Arroz Polido 0,2596 103,8 0,2462 98,5 0,2712 108,5 0,2626 105,0
Arroz Parboilizado 0,25 0,2633 105,3 0,2874 115,0 0,2673 106,9 0,2659 106,4
Arroz Intergral 0,2547 101,9 0,2470 98,8 0,2414 96,6
Concentracao Al Fe Mn Zn
Amostra o i i i i
adicionada Média % Média % Média % Média %
Arroz Polido 3,44 114,6 3,34 111,4 3,34 111,4 3,29 109,8
Arroz Parboilizado 3,0 3,35 111,7 3,26 108,6 3,19 106,4 3,19 106,2
Arroz Intergral 3,27 109,0 3,24 108,1 3,13 104,3 3,15 105,0

Tabela 17. Resultados (ug L™) do teste de recuperacéo dos elementos As, Mo e Se para determinacdo por ICP-MS.

Concentragao As Mo Se
Amostra
adicionada Média % Média % Média %
Arroz Polido 30,86 92,8 31,28 94,1 34,33 102,5
Arroz Parboilizado 33,25 30,62 92,1 31,93 96,0 34,0 102,3
Arroz Intergral 32,22 96,9 33,45 100,6 35,32 106,2
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Tabela 18. Razao entre os coeficientes angulares da curva analitica no meio da matriz e meio acido.

Analito HNO32 mol L™ Arroz polido Razéo Arroz parboilizado Razéo Arro
Al 1222,0 1257,6 1,03 1284,9 1,05 ]
As 0,99831 1,02594 1,03 1,05853 1,06 1
Ca 1735830,0 1670990,0 0,96 1661470,0 0,96 16
Cd 0,99831 1,02594 1,03 1,05853 1,06 1
Cu 16761,8 17428,5 1,04 17293,0 1,03 1
Fe 26409,5 27402,4 1,04 27128,6 1,03 2
K 12372,6 12392,6 1,00 11289,8 0,91 ¢
Mg 252747 23942.,8 0,95 22590,5 0,90 2
Mn 106702,1 112061,8 1,05 111289,3 1,04 1’
Mo 0,99172 0,9927 1,00 0,98848 1,00 0
Se 1,00639 1,08452 1,08 1,11491 1,10
Zn 22268,1 23468,0 1,05 23538,3 1,06 2




3.3. APLICACAO

O procedimento proposto validado para digestdo de amostras de arroz em
forno de micro-ondas com cavidade com acido nitrico diluido foi aplicado em 23
amostras de arroz polido, parboilizado e integral comercializados em supermercados
de Salvador, Bahia. Das amostras digeridas e analisadas, 10 foram de arroz
parboilizado, 8 de arroz polido e 5 de arroz integral, de 13 fornecedores diferentes,

como apresentado na Tabela 02.

As amostras foram digeridas, em triplicata, conforme procedimento descrito no
item 2.3.3. Foram determinados os teores de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn por
ICP OES e de As, Cd, Mo e Se por ICP-MS. As concentracfes encontradas estao
nas Tabelas 19, 20 e 21.

A partir das Tabelas 22 e 23, pode-se comparar os intervalos de concentragao
de macro e micro elementos nos trés diferentes tipos de amostras. De acordo com a
Figura 10, percebe-se que a concentragdo dos analitos diferencia de acordo com o
tipo de arroz, sendo a maior concentracdo encontrada no arroz integral. Essa
diferenca na concentragdo esta relacionada com o processamento do arroz, pois o
arroz passa apenas pela etapa de descascamento a qual ndo leva a redugdo das
quantidades destes micronutrientes presentes nos graos. Ja em relacdo as amostras
de arroz polido e parboilizado, a concentracédo do analito ira depender de como eles
estdo distribuidos no gréo. Assim, os elementos que estiverem nas camadas mais
externas serdo removidos no polimento, assim como o processo de parboilizagéo
pode reter alguns analitos junto ao amido do grdo (STORCK; SILVA e
COMARELLA,, 2005; TEIXEIRA, 2010; NITZKE E BIEDRYCKI, 2012).
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Tabela 19. Concentracdo de Al, Cu, Fe, Mn
determinadas por ICP OES.

e Zn (ug g*) (n=3 + s) nas amostras de arroz

Amostra Al Cu Fe Mn Zn
AB1 8,4+1,0 <LOQ 7,20+0,03 8,3+0,2 13,0+ 0,4
AB2 <LOQ <LOQ 2,10+0,02 7,26+0,05 13,8+0,3
AB3 <LOQ <LOQ 3,39+0,06 5,33+0,02 14,93+0,04
AB4 <LOQ 0,24 + 0,07 2,2+0,1 11,7+0,1 12,0+£0,1
AB5 45+04 2,18 £ 0,07 2,0+0,2 12,4+0,3 12,7+ 0,5
AB6 <LOQ <LOQ <LOQ 6,9+0,3 13,4+0,9
AB7 4,6+0,5 <LOQ 1,3+£0,2 8,0+0,2 8,3+0,3
ABS8 8,57 £ 0,02 <LOQ 1,81+0,05 8,94 +£0,07 95+04
All 29+0,3 0,73 +£0,03 10,5+ 0,5 349+14 17,1+ 0,7
Al2 <LOQ 0,62+0,03 11,0+0,8 31,0+2,7 16,5+1,0
Al3 7,8+0,6 <LOQ 15,1+0,8 247 +£0,7 159+0,5
Al4 <LOQ <LOQ 14,1 £0,5 28,6 £ 0,8 15,0+ 0,2
Al5 <LOQ <LOQ 17,4+04 23,7+16 16,5+ 0,8
AP1 15,3+0,2 <LOQ 125+0,5 53+0,1 6,13 £ 0,08
AP2 <LOQ 0,20 £ 0,02 3,6+0,2 6,2+0,6 6,3+0,4
AP3 <LOQ <LOQ 1,8+0,1 41+0,4 52+0,5
AP4 <LOQ 0,2+0,1 4,1+0,3 6,6 +0,1 7,8+0,1
AP5 <LOQ 0,33+0,04 2,73+0,04 46+0,3 5,82 £ 0,07
AP6 <LOQ <LOQ 28+0,2 35+0,3 52+0,2
AP7 <LOQ <LOQ 2,4+0,2 6,6 +0,3 7804
APS8 <LOQ <LOQ 0,97 £ 0,08 3,6+0,2 6,3+0,1
AP9 3,9+0,3 <LOQ <LOQ 2,78 £ 0,09 48+04

AP10 <LOQ <LOQ <LOQ 4,7+0,3 53+0,2
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Tabela 20. Concentracdo de Ca, K, Mg e P (mg g™) (n=3 # s) nas amostras de arroz determinadas

por ICP OES.

Amostra Ca K Mg P
AB1 0,057 £ 0,004 0,64 £ 0,01 0,72 + 0,02 2,12+ 0,04
AB2 0,049 + 0,003 0,592 £ 0,003 0,246 £ 0,001 2,01+0,01
AB3 0,048 + 0,001 0,53+0,01 0,30 £ 0,01 2,04 £ 0,05
AB4 0,046 + 0,002 0,76 £ 0,01 0,287 £ 0,005 2,12+ 0,03
AB5 0,041 + 0,003 0,55+0,01 0,145 £ 0,003 1,58 £ 0,03
AB6 <LOQ 0,71 +0,03 0,33+0,01 2,19+ 0,06
AB7 0,1148 + 0,0003 0,66 +0,01 0,259 £ 0,006 1,89 + 0,04
AB8 0,1122 + 0,0001 0,67 £0,01 0,282 £+ 0,004 1,94 £ 0,02
All 0,098 + 0,005 2,09 +£0,01 1,54 £0,04 6,81 + 0,06
Al2 0,101 £+ 0,002 2,03 £0,06 1,5+0,1 6,8+0,4
Al3 0,140+ 0,078 1,94 £ 0,03 1,62 £0,04 6,03 £ 0,09
Al4 0,155 + 0,003 1,98 £0,12 1,37 £0,03 5,93+ 0,04
Al5 0,151 + 0,002 1,99 £ 0,06 1,571 + 0,090 6,1+0,3
AP1 0,023 £ 0,002 1,46 + 0,02 1,33 £ 0,06 3,14+0,01
AP2 0,022 + 0,001 1,39 £ 0,03 0,33 +0,03 3,0+£0,1
AP3 0,016 + 0,002 1,43 £ 0,02 0,28 + 0,03 29+0,1
AP4 0,032 £ 0,001 1,43 £ 0,03 0,46 + 0,01 3,34 +£0,03
AP5 0,018 + 0,001 1,47 £ 0,02 0,31 +0,03 2,97 £ 0,06
AP6 0,064 + 0,003 1,52 +0,01 0,291 £ 0,009 2,71+£0,05
AP7 <LOQ 1,51 +0,05 0,42 £0,01 3,2+0,2
AP8 0,024 + 0,004 1,43 +£0,01 0,236 £ 0,007 2,56 £ 0,01
AP9 0,026 + 0,002 1,42 + 0,06 0,20 +0,01 25+0,1

AP10 <LOQ 1,46 £ 0,04 0,28 + 0,01 2,69 +0,05
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Tabela 21. Concentracio de As, Cd, Mo e Se (ug g*) (n=3 * s) nas amostras de arroz determinadas

por ICP-MS.
Amostra As Cd Mo Se
AB1 0,19 + 0,01 0,0166 +0,0004 0,78 + 0,08 0,177 £ 0,029
AB2 0,11 £0,01 0,0166 + 0,0005 0,3+0,01 <LOQ
AB3 0,18 £ 0,01 0,0085 + 0,0007 0,38 + 0,03 0,062 + 0,012
AB4 0,21 £ 0,02 0,014 £ 0,001 0,81 + 0,07 0,093 + 0,025
AB5 <LOQ <LOQ 0,49+ 0,02 <LOD
AB6 <LOQ 0,0101 + 0,0008 0,35+ 0,02 0,112 + 0,009
AB7 0,32 £ 0,02 0,0076 + 0,0003 0,30 £ 0,01 <LOQ
AB8 <LOQ 0,011 £ 0,001 0,39+ 0,01 0,077 £ 0,009
All 0,21 £ 0,02 0,0117 +0,0003 0,53 + 0,03 0,050 + 0,006
Al2 0,24 +0,02 0,017 £ 0,001 0,49 + 0,03 0,075+ 0,004
Al3 0,12+ 0,01 0,010 £ 0,001 0,38 + 0,01 <LOD
Al4 0,20 + 0,02 0,013 £ 0,001 0,45 + 0,04 <LOQ
Al5 0,14 + 0,01 0,013 £ 0,001 0,38 + 0,01 0,079 + 0,007
AP1 0,27 £ 0,04 0,010 £ 0,002 <LOQ 0,271+ 0,016
AP2 0,19 + 0,02 0,0068 + 0,0004 0,40 + 0,02 0,050 + 0,003
AP3 0,14 + 0,01 0,0094 + 0,0004 0,42 + 0,01 0,050 + 0,003
AP4 0,14 £ 0,02 0,0081 + 0,0011 0,36 + 0,02 0,052 + 0,005
AP5 0,14 £ 0,01 0,0040 + 0,0007 0,45 + 0,02 0,053 + 0,007
AP6 0,16 £ 0,01 0,0085 + 0,0008 0,34 + 0,02 <LOQ
AP7 0,16+ 0,01 0,0082 + 0,0008 0,38 + 0,03 0,054 + 0,005
AP8 0,16 £ 0,01 0,017 £ 0,001 0,291 £ 0,008 <LOQ
AP9 0,149 0,005 <LOQ 0,32 + 0,03 <LOQ
AP10 0,166 £ 0,006  0,0076 £ 0,0007 0,34 + 0,01 0,064 + 0,004
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Tabela 22. Intervalo de concentracdo (ug g*) de macro, micro e elementos tracos em amostras de
arroz.

Analito Arroz polido Arroz parboilizado Arroz integral
Al <LOQ - 8,57 <LOQ - 15,3 <LOQ-7,8
As <LOQ -0,32 <LOQ - 0,166 <LOQ -0,24
Cd <LOQ <LOQ - 0,017 0,010 - 0,017
Cu <LOQ -2,18 <LOQ -0,33 <LOQ -0,73
Fe <LOQ - 7,20 <LOQ - 12,5 10,5 -17,4
Mn 533-12,4 2,78 -6,6 23,7-34,9
Mo 0,30-0,81 <LOQ -0,45 0,38 -0,53
Se <LOQ -0,177 <LOQ - 0,271 <LOQ - 0,079
Zn 8,3 -14,93 48-7.8 15,0-171

Tabela 23. Intervalo de concentracdo (mg g™) de macro elementos em amostras de arroz.

Analito Arroz polido Arroz parboilizado Arroz integral
Ca <LOQ - 0,1148 <LOQ - 0,016 0,098 - 0,155
K 0,53-0,76 1,39-1,52 1,94 - 2,09
Mg 0,145 -0,72 0,20 - 0,46 1,37 - 1,62
P 1,58 - 2,19 25-3,34 5,93-6,81

Também foram comparados os intervalos de concentragdo dos analitos
determinados nas 23 amostras de arroz com os valores ja existentes na literatura,

para a mesma matriz, como apresentado nas Tabelas 24 e 25.

Observando as Tabelas 24 e 25, pode-se perceber que as concentracdes
obtidas neste trabalho, de modo geral, encontram-se concordantes com os valores

publicados na literatura.
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Tabela 24. Teor de nutrientes inorganicos (mg 100g™") em amostras arroz declarados na literatura. Continua.

Arroz polido

Al As Ca Cu Cd Fe Fonte
<LOQ - 0,86 <LOQ - 0,03 <LOQ-11,5 <LOQ - 0,22 <LOQ - 0,017 <LOQ -0,72 Este trabalho
ND ND 4,0 0,11 ND 0,7 TACO, 2006
ND ND 4,3 0,2 ND 0,3 OKADA, 2007
0,01 -0,22 ND 10 - 30 0,2-0,3 0,0025 0,2-2,8 WALTER, 2008
ND ND 6,7 0,18 ND 0,4 HEINEMANN, 2005
1,0 0,01 ND ND 0,0013 ND PARENGAM, 2010
ND ND 50 0,27 ND 0,28 OLIVEIRA, 2012
Arroz integral
Al As Ca Cu Cd Fe Fonte
<LOQ-0,8 0,012 - 0,024 9,8-155 <LOQ - 0,073 0,001 -0,0017 11-1,7 Este trabalho
ND ND 8,0 0,070 ND 0,900 TACO, 2006
0,03-2,6 ND 10 -50 0,1-0,6 0,002 - 0,016 0,2-5,2 WALTER, 2008
ND ND 6,9 0,2 ND 0,6 HEINEMANN, 2005
1,7 0,018 ND ND 0,001 ND PARENGAM, 2010
ND ND 8,0 0,21 ND 0,95 OLIVEIRA, 2012
Arroz parboilizado Fonte
Al As Ca Cu Cd Fe
<LOQ-1,53 0,014 - 0,017 <LOQ-1,6 <LOQ-0,033 <LOQ-0,0017 <LOQ-1,25 Este trabalho
ND ND 4,6 0,2 ND 0,4 HEINEMANN, 2005
ND ND 3,0 0,22 ND 0,84 OLIVEIRA, 2012

ND — valor ndo declarado.
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Tabela 25. Continuagdo. Teor de nutrientes inorganicos (mg 100g™) em amostras arroz declarados na literatura.

Arroz polido

K Mg Mn Mo P Se Zn
<LOQ -

53-76 14,5-72 0,53-124 0,03-0,08 158 - 219 0018 0,83-15
62 30 1,0 ND 104 ND 1,2
ND ND 0,6-1,4 ND 130 ND 19-21
58 26 1,1 ND 92 ND 1,2

70 -130 20-50 0,6-1,7 ND 80 - 150 0,03 0,6 -2,3
65 15 0,5 ND 42 0,03 2,1
62 4,1 0,7 ND ND ND 2,2
39 13 1,5 <0,02 64 ND 1,2

Arroz integral
K Mg Mn Mo P Se Zn
<LOQ -

194 - 209 137 - 162 24-35 0,038-0,053 593-681 0008 15-1,7
173 110 2,99 ND 251 ND 1,4
ND ND 2,6-45 ND 300 ND 1,9-25

60 - 280 20 -150 0,2-3,6 ND 170 - 430 0,03 0,6-2,8
182 17 0,4 ND 61 0,04 2,0
218 79 2,1 ND ND ND 2,7
149 108 1,9 <0,02 255 ND 1,6

Arroz parboilizado
K Mg Mn Mo P Se Zn

139 - 152 20 - 46 0,28-0,66 <LOQ-0,045 250-334 <(|)‘8§7 0,48 -0,78
ND ND 0,6-0,8 ND 130 - 200 ND 1,3-15
143 15 0,3 ND 59 0,03 1,2
116 34 0,5 <0,02 138 ND 0,8

ND — valor ndo declarado.



A ANVISA (1965) regulamenta os limites maximos tolerados de contaminantes
em alimentos, como apresentado na Tabela 26. Comparando o intervalo de
concentracdo dos analitos (Tabela 22 e 23), nos trés tipos de arroz estudado, com a
concentragdo regulamentada, pode-se observar que todos os elementos encontram-
se abaixo do limite maximo tolerado, logo as amostras estdo de acordo com as
normas da ANVISA.

Tabela 26. Concentracdo (ug g™) de contaminantes inorganicos em alimentos permitidos pela
ANVISA.

Analito As Cd Cu Se Zn
Limite maximo tolerado 1,00 1,00 30,0 0,30 50,0

Para avaliar os perfis nutricionais e/ou toxicolégicos destas amostras, deve-se
considerar, além das concentracdes determinadas, a taxa de ingestdo diaria de
arroz cerca de 160 g para um adulto brasileiro (IBGE, 2011). Com base nestas
consideragfes, pode-se verificar que o consumo esté dentro do limite adequado. As
concentragdes de ingestdo diaria recomendada (IDR) e o limite maximo toleravel

(LMT) para os analitos investigados, exceto potassio, encontram-se na Tabela 27.
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Tabela 27. Concentragbes de ingestédo diaria recomendada (IDR) e o limite maximo (LM) tolerado
para cada analito.

IDR LMT IDR LMT IDR

Analito  Sexo _ _ b b _
(mg/dia)® (mg/dia)® (mg/dia)° (mg/dia)® (mg/dia)°

Masculino 500

Al - ND ND ND ND
Feminino 420
Masculino 1,0

As - ND ND ND ND
Feminino 0,9
Masculino

Ca. _______ 1.000 2.500 ND ND 1.000
Feminino
Masculino 0,5

Cd - ND ND ND ND
Feminino 0,4
Masculino 1,2 12,0

Cu - 0,9 10,0 0,9
Feminino 1,0 10,0
Masculino 8,0

Fe 45,0 ND ND 14,0
Feminino 18,0
Masculino 2,3

Mn _ 11,0 2,9 5,0 2,3
Feminino 1,8
Masculino

Mg - ND ND ND ND 260
Feminino
Masculino

Mo - 0,045 ND ND ND 0,045
Feminino
Masculino

P - ND ND ND ND 700
Feminino
Masculino 0,03

Se - 0,055 0,4 - 0,4 0,034
Feminino 0,04
Masculino 11,0 13,5 45

Zn 40,0 7,0
Feminino 8,0 9,4 35

ND — valor n&o declarado.  COZZOLINO, 2005. ® WHO,1996. ¢ ANVISA,2004.
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Na maioria das amostras de arroz as concentragbes correspondentes ao
consumo diario de cada analito ficaram abaixo do considerado como adequado.
Entretanto as concentra¢cdes dos analitos Mo e Se, nos trés tipos de arroz, e Mg, P e
Mn, no arroz integral, encontram-se superiores ao IDR, porém abaixo do LMT. De
modo geral, considerando as amostras analisadas neste trabalho pode-se
considerar que o consumo de arroz ndo apresenta nenhum risco de contaminagao
humana para estes analitos, e para a maioria dos elementos investigados, 0s

valores apontam que este cereal ndo deve ser a Unica fonte de ingestéo diaria.

Vale resaltar que este estudo foi realizado com as amostras cruas e os valores
encontrados correspondem ao teor total dos elementos na matriz. Para uma
avaliacdo mais detalhada da contribuicdo do consumo de arroz para a IDR deve-se
levar em consideragdo que pode ocorrer perdas ou enriquecimento de alguns
analitos durante o cozimento, a depender das condi¢Bes e do recipiente que sera
utilizado. Além disso, sabe-se que o teor total do analito nem sempre esta disponivel
para ser absorvido pelo organismo, a depender da forma que a espécie encontra-se,
sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre a biodisponibilidade dos

elementos nas amostras.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi proposto um procedimento de digestédo de amostras de arroz
utilizando acido nitrico diluido e radiagdo micro-ondas para determinagdo de macro,

micro e elementos trago por ICP OES e ICP-MS.

A otimizagdo multivariada com o planejamento Box-Behnken e a metodologia
de superficie de resposta possibilitaram encontrar as melhores condicbes para a
decomposi¢cdo das amostras, utilizando um reduzido ndmero de experimentos,
reduzindo custo, tempo de preparo e de andlise quando comparado a uma
otimizagcdo univariada. Os resultados obtidos no planejamento experimental
permitiram a otimizagdo das condigfes de tempo e temperatura no ultimo patamar
do programa de aquecimento do forno de micro-ondas, bem como do volume de
acido nitrico, sendo definido como condi¢cdes Otimas o tempo de 20 minutos,

temperatura de 200 °C e volume de 2 mL de HNO:s.

O procedimento avaliado apresentou uma boa exatiddo e preciséo,
evidenciadas pelos percentuais de recuperagéo da digestdo do CRM NIST 1568a e
do teste de recuperagdo para os analitos investigados, que variaram entre 80,1 e
102,1 % e 96,6 e 109,8 %, respectivamente, e pelo desvio padrdo relativo sempre
inferior a 10%, inclusive no teste de repetitividade. Somado a isso, foram alcan¢ados
baixos limites de deteccéo e quantificagdo, coeficientes de correlagdo maiores que
0,999 e inexisténcia de efeito de matriz para ambas as técnicas. Estes resultados
indicam a viabilidade de aplicagéo deste procedimento na determinagéo do teor de
Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn por ICP OES e As, Cd, Mo e Se por ICP-MS, em

amostras de arroz.

O procedimento proposto foi aplicado a 23 amostras de arroz dos tipos polido,
parboilizado e integral comercializadas em Salvador-BA, para determinacdo de Al,
As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, Se e Zn, contribuindo com as tabelas de
composicdo mineral, principalmente, para o arroz parboilizado, que ha poucos
trabalhos na literatura. De modo geral, os resultados obtidos encontram-se

concordantes com faixas de concentragédo descritas na literatura.
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O procedimento proposto atende aos critérios para a escolha de um método
analitico: simplicidade, segurancga, boa frequéncia analitica, rapidez e utilizagdo de
uma pequena quantidade de acido nitrico. Este Ultimo de acordo com as tendéncias
atuais da quimica verde. Também foi possivel a quantificacdo de elementos n&o
essenciais. Na literatura, sdo poucos os trabalhos que tratam destas espécies, no
entanto é de grande relevancia o conhecimento dessas concentragdes, visto que

mesmo em pequenas quantidades podem trazer prejuizos a saude humana.

Para complementacdo deste estudo, € importante a investigagdo da
biodisponibilidade de micronutriente, bem como a especiacdo dos mesmos, em

especial, das espécies nao essenciais ao organismo humano.

62



5. REFERENCIAS

AGATEMOR, C.; BEAUCHEMIN, D. Matrix effects in inductively coupled plasma
mass spectrometry: A review. Analytica Chimica Acta, v. 706, p. 66-83, 2011.

ALMEIDA, Vanessa V. Otimizagdo do processo de desidratagdo de folhas de
cenoura (Daucus carota L.) visando a conservacédo de 4cidos graxos 6mega-3.
2007. 68 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Departamento de Quimica,
Universidade Estadual de Maringé, 2007.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Normas reguladoras do
emprego de aditivos para alimentos. Decreto n°® 55871, de 26 de marco de 1965.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Guia para validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos. Resolugdo - RE n® 899, de 29 de maio de
2003.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Regulamento técnico sobre a
ingestdo diaria recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e minerais. Consulta
Publica n° 80, de 13 de dezembro de 2004.

ARRUDA, M. A. Z.; SANTELLI, R.E. Mecanizagcdo no preparo de amostras por
microondas: o estado da arte. Quimica Nova, v. 20, n. 6, p. 638-643,1997.

BARROS NETO. B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R.E. Como fazer experimentos:
pesquisa e desenvolvimento na ciéncia e na industria. Campinas, SP: Unicamp,
2001.

BATISTA, B. L. et al. Speciation of arsenic in rice and estimation of daily intake of
different arsenic species by Brazilians through rice consumption. Journal of
Hazardous Materials, v. 191, p. 342-348, 2011.

Bizzl, C. A. et al. Understanding the process of microwave-assisted digestion
combining diluted nitric acid and oxygen as auxiliary reagent. Microchemical
Journal, v. 99, p. 193-196, 2011.

COSTA, L. M. et al. Planejamento fatorial aplicado a digestdo de amostras de feijao
assistida por radiagcdo microondas. Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 149-152, 2006.
CASTRO, Jacira Teixeira, 2007. Estratégias analiticas para determinacdo de
metais e ametais em amostras de café por espectrometria atbmica. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Federal da Bahia, 2007.

COZZOLINO, Silvia M.F. Biodisponibilidade de nutrientes. 12 Edicdo. Barueri, SP:
Manole, 2005.

CUNICO, M. W. M. et al. Planejamento fatorial: uma ferramenta estatistica valiosa
para a definicdo de parametros experimentais empregados na pesquisa cientifica.
Visdo Académica, Curitiba, v.9, n.1, jan. - jun. 2008.

FERREIRA, S.L.C. et al. Box-Behnken design: An alternative for the optimization of
analytical methods. Analytica Chimica Acta, v. 597, p. 179-186, 2007.

HEINEMANN, R.J.B. et al. Comparative study of nutrient composition of commercial
brown, parboiled and milled rice from Brazil. Journal of Food Composition and
Analysis, v.18, p. 287-296, 2005.

63



IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pesquisa de or¢camentos
familiares 2008-2009: analise do consumo alimentar pessoal no Brasil. Rio de
Janeiro : IBGE, 2011.

INMETRO. Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia. Orientagéo
sobre validacdo de métodos analiticos. DOQ-CGCRE-008, jul. 2011.

JIANG S. L. et al. Genotypic variation of mineral elements contents in rice (Oryza
sativa L.). European Food Research and Technology, v. 228, p.115-122, 2008.

JORHEM, L. et al. Elements in rice from the Swedish market: Cadmium, lead and
arsenic (total and inorganic). Food Additives and Contaminants, v.25, n. 3, p. 284-
292, Mar. 2008.

KORN, M. G. A. et al. A critical evaluation of digestion procedures for coffee samples
using diluted nitric acid in closed vessels for inductively coupled plasma optical
emission spectrometry. Talanta, v. 78, p. 1378-1382, 2009.

KRUG, F. J. et al. Métodos de preparo de amostras. Fundamentos sobre o
preparo de amostras organicas e inorganicas para andlise elementar. 12 edicao.
Piracicaba, SP: CENA/USP, 2008.

LEAL, F. et al. Importancia da especiagéo de metais na avaliacdo do seu impacto na
saude humana — desenvolvimento de metodologias voltamétricas com eletrodos de
filme de bismuto. Revista de Faculdade de Ciéncias e Saude, Porto, v. 6, p. 220-
230, 2009.

LEHN, S. A. et al. Effect of sample matrix on the fundamental properties of the
inductively coupled plasma. Spectrochimica Acta Part B, v. 58, p. 1785-1806,
2003.

LENARDAO, E. J. Green chemistry” — Os 12 principios da quimica verde e sua
inser¢do nas atividades de ensino e pesquisa. Quimica Nova, v. 26, n. 1, p. 123-

129, 2003.

LOPES, W.L. et al. Application of multivariate techniques in the optimization of a
procedure for the determination of bioavailable concentrations of Se and As in
estuarine sediments by ICP OES using a concomitant metals analyzer as a hydride
generator. Talanta, v. 79, p.1276-1282, 2009.

MIHUCZ, V. G. et al. Removal of some elements from washed and cooked rice
studied by inductively coupled plasma mass spectrometry and synchrotron based
confocal micro-X-ray fluorescence. Food Chemistry, v.121, p. 290-297, 2010.

NITZKE J. A.; BIEDRZYCKI, A. Terra de arroz. Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Disponivel em
<http://www.ufrgs.br/alimentus/terradearroz/index.htm>. Acesso em 03 de jul. de
2012.

NOGUEIRA, A. R. A. et al. Effect of acid concentration on closed-vessel microwave-
assisted digestion of plant materials. Spectrochimica Acta Part B, v. 57, p. 2121-
2132, 2002.

NOGUEIRA, A. R. A. et al. Microwave-assisted digestion procedures for biological
samples with diluted nitric acid: Identification of reaction products. Talanta, v. 79, p.
396-401, 2009.

64



NOGUEIRA, A. R. A. et al. Microwave-assisted digestion in closed vessels: effect of
pressurization with oxygen on digestion process with diluted nitric acid. Analytical
Methods, v. 2, p. 734-738, 2010.

NRIAGU, J. 0.; LIN, T. Trace metals in wild rice sold in the United States. The
Science of the Total Environment,v. 172, p. 223-228, 1995.

OKADA, I. A. et al. Validagéo e aplicagdo de metodologia analitica na determinacao
de nutrientes inorganicos em arroz polido. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,

Campinas, v. 27, n. 3, p. 492-497, 2007.

OLIVEIRA, A.; BACCAN, N.; CADORE, S. Evaluation of Metal lons in Rice Samples:
Extraction and Direct Determination by ICP OES. Journal of Brazilian Chemical
Society, v. 23, n. 5, p. 838-845, 2012.

PARENGAM, M. et al. Study of nutrients and toxic minerals in rice and legumes by
instrumental neutron activation analysis and graphite furnace atomic absorption
spectrophotometry. Journal of Food Composition and Analysis, v. 23, p. 340-345,
2010.

PINHO. Gevany P. Efeito de componentes da matriz na analise de agrotoxicos
por cromatografia gasosa. 2009. 226 f. Tese (Doutorado) —Universidade Federal
de Vigosa, 2009.

PRADO, Alexandre G. S. Quimica verde, os desafios da quimica do novo milénio.
Quimica Nova, v. 26, n. 5, p. 738-744, 2003.

RIBANI, M. et al. Validagdo em Métodos Cromatogréficos e Eletroforéticos. Quimica
Nova, v.27,n. 5, p. 771-780, 2004.

,T.; TOKUNAGA,H.; MASANORI, A. Survey of arsenic and other heavy metals in
food composites and drinking water and estimation of dietary intake by the villagers
from an arsenic-affected area of West Bengal, India. The Science of the Total
Environment, v.308, p.15-35, 2003.

SANTOS, WAGNA P. C. Estratégias para avaliagcdo da composi¢do mineral de
leguminosas produzidas e comercializadas no Estado da Bahia. 2008. 226 f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal da
Bahia, 2008.

SANTOS, W. P. C. et al. Application of multivariate optimization in the development
of an ultrasound-assisted extraction procedure for multielemental determination in
bean seeds samples using ICP OES. Microchemical Journal, v.91, p. 153-158,
20009.

SKOOG, D. A. et al. Fundamentos de Quimica Analitica, 8 ed., Sado Paulo:
Thomson, 2006.

SOUZA, Valmir Z. Otimizacdo dos parametros de controle de um processo de
fabricacdo de latas. 2002. 76 f. Dissertacdo (Mestrado Engenharia de Produgéo) —
Universidade Federal de Itajuba, 2002.

STORCK C. R.; SILVA, L. P.; COMARELLA, C. G. Influéncia do processamento na
composicao nutricional de gréaos de arroz. Alimentos e Nutricdo, Araraquara, v.16,
n.3, p. 259-264, 2005.

TEIXEIRA, ALETE P. Determinacdo de elementos essenciais em arroz
empregando espectrometria de fluorescéncia de raios X de energia dispersiva.

65



2010. 71f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade
Federal da Bahia, 2010.

TEIXEIRA, A. P. et al. Determinacdo de Mn e Zn em arroz empregando
espectrometria de fluorescéncia de raios X de energia dispersiva. Quimica Nova, v.
35, n. 6, p. 1133-1136, 2012.

VIEIRA, C.R. et al. Extracdo enzimatica das proteinas da farinha de arroz. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 28, n. 3, p. 599-606, 2008.

WALTER, M.; MARCHEZAN, E.; AVILA, L. A. Arroz: composi¢cao e caracteristicas
nutricionais. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.38, n.4, p. 1184-1192, 2008.

WHO. World Health Organization. Trace elements in human nutrition and health.
Geneva, 1996.

66



