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RESUMO

No presente trabalho, foram desenvolvidos métodos analiticos baseados em
estratégias alternativas de preparo de amostras para a determinacdo de metais em
alimentos por técnicas de espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama. No
primeiro método, a amostragem de suspensao foi usada para o preparo de amostras
de iogurte para a determinacdo de zinco por HR-CS FAAS. As condicdes
experimentais estabelecidas para o preparo das suspensoes foram: solucao de HCI
2,0 mol L, tempo de sonicacdo de 20 min e uma massa de amostra de 1,0 g.
Nestas condigdes, os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram de 0,10 e
0,32 pg g, respectivamente. A precisdo expressa como desvio padrdo relativo
(RSD) foi de 0,82 e 2,08% para amostras contendo concentragées de zinco de 4,85
e 2,49 ug g, respectivamente. A exatiddo do método foi confirmada pela analise de
material de referéncia certificado (CRM) de leite em p6 desnatado NIST SRM 1549.
O método proposto foi aplicado para determinacado de zinco em sete amostras de
iogurte. O teor de zinco variou de 2,19 a 4,85 pg g"'. No segundo método, a foto-
oxidacao com radiagdo UV e H,0O, foi usada para o preparo de amostras de vinho
para a determinacdo de ferro e manganés por FS-FAAS. As condi¢des
experimentais estabelecidas para a degradacdo das amostras de vinho foram:
volume de 2,5 mL de H.O» 30% (v/v), pH 10,0, concentracao do tampéao de 0,14 mol,
L™ e um tempo de irradiacdo de 30 min. Nestas condicées, foram obtidos limites de
deteccdo e quantificacdo de 0,030 e 0,099 ug mL™" para ferro, e de 0,022 e 0,073 ug
mL™" para manganés, respectivamente. A precisdo expressa como RSD foi de 2,8 e
0,65% para ferro, e de 2,7 e 0,54% para manganés para concentracoes de 0,5 e 2,0
ug mL", respectivamente. Teste de adicdo e recuperacdo usado para avaliar a
exatiddo do método foi na faixa de 90 a 111% para ferro e na faixa de 95 a 107%
para manganés. O método proposto foi aplicado para a determinacao de ferro e
manganés em seis amostras de vinho tinto. As concentragdes obtidas variaram na
faixa de 1,58 a 4,45 pug mL" para ferro e na faixa de 1,30 a 1,91 ug mL™" para

manganés.

Palavras-chave: preparo de amostras, amostragem de suspensao, foto-oxidacéao,
FS-FAAS, HR-CS FAAS, determinacao de metais, iogurte e vinho.



ABSTRACT

In this work, analytical methods were developed based on alternative
strategies for sample preparation for determination of metals in foods by techniques
of flame atomic absorption spectrometry. In the first method, the slurry sampling was
used to prepare samples of yoghurt for the determination of zinc by HR-CS FAAS.
The experimental conditions established for the preparation of the suspensions were:
2.0 mol L™ hydrochloric acid, sonication time of 20 min and a sample mass of 1.0 g.
In these conditions, the limits of detection and quantification obtained were of 0.10
and 0.32 pg g, respectively. The precision expressed as relative standard deviation
(RSD) was of 0.82 and 2.08% for yogurt samples containing zinc concentrations of
4.85 and 2.49 ug g, respectively. The accuracy of the method was confirmed by the
analysis of a certified reference material of non-fat milk powder NIST SRM 1549. The
proposed method was applied for the determination of zinc in seven yogurt samples.
The zinc content was varied from 2.19 to 4.85 pg g"'. In the second method, the
photo-oxidation with UV radiation and H>O, was used as an alternative procedure for
preparation of samples for the determination of iron and manganese in wine by FS-
FAAS. The experimental conditions established for the degradation of the wine
samples were: addition of a volume of 2.5 mL of 30% (v/v) hydrogen peroxide, pH
10.0, buffer concentration of 0.14 mol L' and an irradiation time of 30 min for a
sample volume of 5.0 mL. In these conditions, the limits of detection and
quantification obtained were of 0.030 and 0.099 pg mL™ for iron and of 0.022 and
0.073 pug mL™" for manganese, respectively. The precision expressed as RSD was of
2.8 and 0.65% for iron and of 2.7 e 0.54% for manganese for concentrations of 0.5 e
2.0 uyg mL™", respectively. Addition and recovery test for evaluation of the accuracy of
the method was in the range of 90 to 111% for iron and in the range of 95 to 107%
for manganese. The proposed method was applied for the determination of iron and
manganese in six red wine samples. The concentrations obtained varied in the range
of 1.58 to 2.77 ug mL" for iron and in the range of 1.30 to 1.91 pg mL" for

manganese.

Keywords: sample preparation, slurry sampling, photo-oxidation, FS-FAAS, HR-CS
FAAS, metals determination, yoghurt and wine.
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INTRODUGCAO

Dentro do protocolo analitico, existe uma sequiéncia de etapas que deve ser
seguida, como mostrado no fluxograma da Figura 1. Dentre todas as etapas, a de
preparo de amostras é a mais critica. Em geral, € nesta etapa que se consume mais
tempo, representando 61% do tempo total da analise; que se cometem mais erros,
contribuindo para 30% do erro total da analise; além de ser a etapa de maior custo
[1-5].

[ Definicdo do problema ]

y

[ Escolha do método ]

y
[ Coleta da amostra ]

y

[ Preparacao da amostra ]

A

[ Medida do analito ]

A 4
[ Caélculo dos resultados ]

[ Avaliacdo dos resultados ]

Figura 1. Fluxograma da seqliéncia de etapas envolvida num tipico processo analitico.

A etapa de preparo de amostras constitui o conjunto dos procedimentos
necessarios para converter fisica e quimicamente uma amostra em uma forma que
permita efetuar, dentre as limitagdes impostas pela natureza e a morfologia da
mesma, a determinacdo do(s) analito(s) e realizar sua quantificacdo o quanto mais
precisa e exata [6]. Os procedimentos empregados para tal propésito dependem da
natureza da amostra, dos analitos a serem determinados, bem como de suas
concentracdes, da técnica empregada para a determinacao e, por fim, da precisao e

exatidao desejadas [4,5].
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Considerando o amplo espectro de atuagdo da Quimica Analitica, a etapa de
preparacdo da amostra pode incluir os mais diversos tipos de procedimentos, em
vista da diversidade de tipos de amostras, da ampla gama de técnicas de deteccao
e, sem contar, dos inUmeros possiveis analitos. Além disso, estes procedimentos
podem ser empregados em seqUéncia para algumas situagdes, resultando em
procedimentos integrais bastante demorados e complexos. No entanto, o0s
procedimentos para o preparo de amostra podem ser restritos, na quase totalidade,
a poucas classes de operagdes: solubilizacdo/decomposicao, extracao, pré-
concentragéo, purificacao e derivatizacao [6].

A andlise elementar da maioria das matrizes complexas, como o caso de
alimentos, freqientemente requer uma etapa de solubilizacdo/decomposicao total ou
parcial da amostra antes da analise instrumental [7]. O processo de
solubilizacdo/decomposicdo de amostras pode muitas vezes representar a principal,
quando ndo a unica e mais complexa etapa preliminar da analise, especialmente
quando sao empregadas as técnicas de espectrometria atbmica para a deteccao [6].
Para este propésito, a amostra é convencionalmente tratada por meio de técnicas de
digestdo acida em placas de aquecimento, ou por meio de técnicas de redugédo a
cinzas [7]. Tais técnicas de decomposicao de amostras apresentam uma série de
inconvenientes, como elevado tempo gasto para o tratamento da amostra,
necessidade de grandes volumes de reagentes, grande risco de contaminacéao e
perdas de analitos volateis, além de serem complicadas e tediosas em sua maioria,
exigindo pratica e experiéncia do analista [4-9].

Neste sentido, existe uma constante busca pelo desenvolvimento de
metodologias de preparacdo de amostra que apresentem simplicidade, rapidez,
utilizem pequenos volumes de reagentes, permitam o tratamento de grande numero
de amostras, além de proporcionarem resultados precisos e exatos [4,5]. De fato,
outras abordagens para preparacdo de amostras, tais como a amostragem de
suspensao e a foto-oxidacao usando radiacao ultravioleta, vém recebendo crescente
interesse por parte da comunidade cientifica, como alternativas as metodologias

convencionais que podem vir a ser pouco viaveis [6].
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CAPITULO 1
AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO

2.1INTRODUCAO

Diversos procedimentos tém sido estabelecidos com o intuito de minimizar, ou
até mesmo, evitar o processo de preparacdo de amostra, tendo em vista as
dificuldades que sao encontradas durante esta etapa do processo analitico [10].
Neste sentido, a técnica de amostragem de suspensao apresenta-se como uma
alternativa que tem sido usada com sucesso para a analise de diversas matrizes,
tais como, matrizes bioldgicas, ambientais, geolégicas e de alimentos. Originalmente
empregada por Brady et al. na determinacdo de zinco e chumbo em folhas e
sedimentos marinhos [11,12], a amostragem de suspensao oferece algumas
vantagens quando comparada aos procedimentos convencionais de solubilizacdo de
amostras. Dentre as quais, podemos citar: a simplificacdo da etapa de pré-
tratamento da amostra, diminuindo o tempo de analise e o trabalho operacional;
minimizacdo do risco de contaminacdo da amostra; eliminagdo ou reducdo de
perdas de analitos que podem eventualmente se volatilizar durante a etapa de pré-
tratamento; minimizacdo do custo de analise; reducdo do consumo de reagentes
perigosos e corrosivos; pode ser aplicada para a analise de amostras organicas e
inorganicas; pode ser aplicada na determinacdo de elementos volateis seguida da
técnica de geracao de hidretos; possibilita analise de especiacdo, desde que uma
apropriada reacado de derivatizacdo ou procedimento de separacdo seja usado;
possibilita ainda o uso de padrées aquosos para a calibracdo [7,10,13]. Além disso,
vale ressaltar que existe a possibilidade de sua mecanizagdo ou automagao com o
intuito de se facilitar a introdugéo da amostra, bem como a adicao de reagentes e/ou
modificadores quimicos por meio da utilizagdo de sistemas em fluxo [7,10]. Todavia,
apresenta algumas desvantagens, como problemas relacionados a homogeneidade
da suspensao preparada e, consequientemente, a sua manutengdo no momento da
deteccgdo, o que pode comprometer a exatiddo do método analitico [10].

Diante de tudo que foi exposto, a amostragem de suspensao vem sendo
aplicada em inumeros trabalhos e diferentes técnicas analiticas de detecgao tém
sido empregadas para a quantificagao dos analitos, bem como espectrometria éptica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) [14,15,16], espectrometria de
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absorcao atdbmica com atomizacao eletrotérmica (ET AAS) [13] e espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP MS) [17,18]. Dentre estas, a ET
AAS tem sido empregada com mais freqiiéncia nos trabalhos envolvendo a
amostragem de suspenséo, tendo em vista uma maior facilidade de introducédo da
suspensao no equipamento. Embora a espectrometria de absor¢do atémica com
chama (FAAS) apresente algumas vantagens, como relativo baixo custo operacional
e instrumental, sdo poucos os trabalhos encontrados na literatura que associam esta
técnica com a amostragem de suspensao [19-22]. Isto se deve em parte a limitada
sensibilidade que esta técnica apresenta, mas principalmente as dificuldades
encontradas na introducdo de suspensdes no sistema de nebulizacdo do

equipamento.

2.2 PRINCIPAIS FATORES NO PREPARO DAS SUSPENSOES

Um conjunto de fatores quimicos e fisicos devem ser avaliados na etapa de
otimizacdo de métodos que empregam a amostragem de suspensao, tais como: o
meio liquido utilizado para o preparo da suspensdo, o tamanho das particulas,
concentracdo da suspensao (razdo entre a massa da amostra e o volume da
suspensdo), particdo do analito, homogeneizagdo da suspensdo e agentes

estabilizantes [10,13].

2.2.1 Meio liquido/diluente

O diluente constitui um componente importante no preparo das suspensoes,
uma vez que atua ndao somente como meio, mas também como um extrator do
analito para a fase liquida. Deste modo, é um fator que contribui diretamente para
uma melhor precisdo e exatiddo do método analitico. A selecdo do diluente é feita
com base na natureza da matriz € no analito de interesse. Diferentes tipos de
diluentes tém sido reportados para a preparacao das suspensdes, sendo o HNOj3
diluido o mais utilizado para diversas matrizes, tanto organicas como inorganicas.
Uma série de outras substanciais também tém sido utilizadas, bem como H.O,, HCI,
HF, de forma isolada ou combinagdes destas com HNO; [10,13,23]. Solucdes
alcalinas nao sao usualmente utilizadas como diluentes, mas alguns trabalhos tém

reportado o uso de hidroxidos de alquil aménio como solubilizadores de matrizes
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bioldgicas [24,25]. Em alguns casos, o uso somente de H>O tem sido reportado
como sendo o suficiente para se obter resultados satisfatérios [26-28].

2.2.2 Tamanho da particula

O tamanho da particula € um dos fatores mais criticos no preparo de
suspensoes e que tem sido amplamente estudado devido a sua grande influéncia na
estabilidade e homogeneidade da suspensdao, bem como nas eficiéncias de
transporte e atomizacdo do analito. Como conseqiéncia, parametros analiticos do
método, como exatidao e precisdo, podem ser drasticamente afetados [7,10,13,23].
No entanto, ndo € um fator tdo importante para analises de suspensodes realizadas
por ETAAS devido a forma de introducao da amostra, mas é particularmente critico
guando sdo empregadas as técnicas de ICP e FAAS por causa do risco de bloqueio
no sistema de nebulizagéo [10,13,23].

Algumas variaveis devem ser consideradas quanto a investigacdo do
tamanho da particula, tais como sistema de homogeneizacao, natureza da amostra,
homogeneidade da amostra (com relacdo ao analito), densidade da amostra, tempo

de preparacao da suspensao e técnica analitica empregada [10].

2.2.3 Concentracao da suspensao

Trata-se de mais um importante fator a ser considerado no preparo de
suspensoes. A terminologia mais adequada para se referir a este fator € denotando
a massa de amostra e o volume de diluente empregados, ao invés da sua relacao
(porcentagem), para se ter uma definicdo exata do preparo da suspensdo, uma vez
que diferentes resultados podem ser obtidos para suspensbées de mesma
concentragao [10,13,23,29].

Para a selecdo da massa e volume do diluente, devem ser levadas em conta
a homogeneidade da amostra e a concentragdo do analito na amostra. Quando a
amostra apresenta altas concentracbes de elementos, suspensdes mais diluidas
podem ser preparadas, mas até um determinado limite, pois, perdas na precisao
podem ocorrer para suspensdes muito diluidas devido ao menor numero de

particulas presentes na suspensao [7,10,13,23].
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Para amostras contendo baixas concentracées de elementos, suspensdes
mais concentradas devem ser preparadas com o intuito de se obter parametros
analiticos mais adequados, como menores limites de detec¢do e quantificacao. No
entanto, deve-se considerar uma série de problemas que se pode advir do uso de
suspensdées mais concentradas, tais como, maior risco de efeito de matriz,
comprometimento da eficiéncia de transporte e dificuldades de manutencdo da

estabilidade de suspensdes para amostras de alta densidade [7,10,13,23].
2.2.4 Particao do analito

Representa a porcentagem de analito extraido para a fase liquida durante o
tempo de preparacdo da suspensdo, cuja eficiéncia influencia a precisdo e a
exatiddo do método. A porcentagem de extracdo para um dado analito depende de
um conjunto de parametros, como matriz da amostra, natureza do analito, forca da
ligacdo entre elemento e matriz, tamanho da particula, tipo e concentragcdo do
diluente, eficiéncia de homogeneizacdo e tempo de exposicdo ao diluente
[10,13,23,30]. E um fator critico para avaliacdo da calibracdo nos métodos baseados
em amostragem de suspensao que empregam técnicas de espectrometria atbmica
[10].

2.2.5 Homogeneizacao/Estabilizacao da suspensao

Antes do inicio da analise, a suspensdo deve ser homogeneizada e/ou
estabilizada visando uma distribuicio homogénea das particulas no meio liquido
para garantir a representatividade da amostra e, assim, evitar erros em termos de
precisdo e exatidao [7]. Provavelmente, este seja o fator mais critico no preparo das
suspensodes, ndao sendo em vao, que a maioria dos progressos alcancados na
técnica de amostragem de suspensao esteja no desenvolvimento de equipamentos
efetivos de homogeneizagéo e sua automacgao [13].

A homogeneizacdo das suspensdes pode ser obtida por agitacao, para a qual
cinco diferentes modos tém sido usados com sucesso: agitacdo manual, agitacao
magnética, misturador por efeito vortex, borbulhamento de gas e agitacao
ultrassénica [7,10,13,23]. A homogeneizacdo pode ser ainda obtida pela
estabilizacdo das particulas mediante 0 uso de agentes estabilizantes, conhecidos

18



também como agentes tixotropicos, surfactantes, espessantes ou dispersantes
[7,13].

2.2.5.1 Sistemas de homogeneizacao

Diversos dispositivos homogeneizadores tém sido empregados e a eficiéncia
destes depende, essencialmente, da taxa de sedimentagdo do material suspenso
[7]. A abordagem mais simples e de baixo custo € a agitagdo manual. No entanto, é
apenas efetivo para materiais de baixa densidade na presenca de um agente
estabilizante [10,13,23,31]. Consiste em agitar manualmente, por poucos segundos,
o recipiente contendo a suspensdo, seguida imediatamente por sua introdugdo no
nebulizador ou da pipetagem no amostrador automatico [13,23]. A agitagdo manual
pode também ser usada antes de outros sistemas de homogeneizacdo mais
vigorosos, bem como agitacéo ultrassénica [32] ou magnética [33].

Agitacdo mecanica empregando agitador magnético ou misturador por efeito
vortex € outra opcdo. Sao sistemas amplamente aplicados na obtencdo de
suspensdes homogéneas devido a sua simplicidade operacional, ampla
disponibilidade e baixo custo quando comparados a sistemas analogos. Sdo ainda
sistemas adequados para o preparo de grandes volumes de suspensdo. Embora
sejam sistemas altamente eficientes, sdo de dificil automacado e na maioria das
vezes ainda é necessaria a agitacdo manual antes da injecao da amostra [10,13,23].
Agitacao magnética €, no entanto, inadequada para agitacdo de matrizes ferrosas,
sendo mais adequado o sistema de mistura por efeito vortex [34].

A abordagem por borbulhamento de gas € uma simples e econOmica
alternativa que pode ser aplicada na analise por ET AAS. Consiste na passagem de
um fluxo de argbnio aplicado diretamente no vial do amostrador automatico para a
continua homogeneizacdo da suspensao a ser analisada. O fluxo é interrompido
imediatamente antes da pipetagem [10,13,23]. Um problema que pode advir do uso
deste sistema é a formacao de espuma gerada pelas bolhas de gas em amostras
contendo altas concentragcées de compostos organicos. Com isso, 0 uso de agentes
estabilizantes torna-se inapropriado, sendo outra limitacao deste sistema [13,23].

Dentre todos os sistemas, os agitadores ultrass6nicos sdo os que mais tém
ganhado popularidade para a homogeneizacdo de suspensdes nos ultimos anos
[35]. O mecanismo de acdo das ondas ultrassdnicas em um meio liquido se da
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através do fenbmeno chamado de cavitacdo acustica: quando uma onda
ultrassénica passa através de um liquido, a pressao oscilante da onda pode causar
o fendmeno de cavitacdo, o qual envolve a formagao, crescimento, oscilacdo e
colapso de diminutas bolhas de gas. Como resultados deste processo, o analito
presente na amostra pode ser extraido para o meio liquido e uma diminuicdo do
tamanho da particula ou desagregacdo de aglomerados pode também ocorrer
devido a erosao mecénica, levando a sua ruptura [35,36]. Varios tipos de
instrumentacao estdo disponiveis para a manipulacdo da energia ultrassénica, mas
duas alternativas sdo mais freqliientemente encontradas: o banho ultrassénico e a
sonda ultrassbnica. Banhos ultrassénicos (Figura 2) sado fontes de irradiacao
ultrassbnica amplamente disponiveis e de menor custo, sendo, entdo, largamente
utilizados. No entanto, sdo fontes menos eficientes em comparacdo com as sondas
ultrassénicas. Estas sdo projetadas para serem introduzidas diretamente no
recipiente contendo a suspensao, melhorando a dissipacao da energia ultrassénica.
Além disso, sondas ultrassonicas podem ser usadas para manipular ambos o0s
materiais de alta e baixa densidade [10,13,35,36].

Figura 2. Banho ultrassénico.

2.2.5.2 Agentes estabilizantes

O uso de agentes estabilizantes é outra maneira de se obter a
homogeneidade da suspensdo. Sao usados com o objetivo de dispersar
aglomerados e/ou prevenir a sedimentacdo de particulas pelo aumento da
viscosidade do meio, simplificando a etapa de preparacdo de suspensoes
homogéneas [7,10,13,23,37]. Para suspensbes de materiais de alta densidade, o
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uso de agentes estabilizantes torna-se primordial. Varios compostos que atuam
como agentes estabilizantes s&o encontrados na literatura. Dentre estes, o
surfactante n&o-ibnico Triton X-100, KO300G, etanol e glicerol sdo os mais
freqientemente empregados. Para minimizar a formagéo de espuma decorrente do
uso destas substancias, como € o caso do Triton X-100, a adi¢cdo de algumas gotas
de um agente antiespumante é recomendavel, como, por exemplo, etanol [7,10]. A
capacidade de estabilizacdo é extremamente dependente das caracteristicas da
amostra, concentracdo do agente estabilizante e tamanho das particulas. No
entanto, o uso destes agentes deve ser feito de forma bastante criteriosa, uma vez
que existe a possibilidade de contaminacao pela introducdo destes na suspensao
[23,37].

2.3 TECNICAS DE CALIBRACAO

Trata-se de um importante item a ser investigado para a apropriada validagao
do método e, assim, garantir sucesso na andlise de suspensoes. Diversas
estratégias tém sido empregadas para a determinacdo da concentracdo do analito
na suspensao: calibracdo usando padrées aquosos, método de adicao de analito,
método de calibracdo de adicao, técnica do elemento de referéncia, calibracéo
usando materiais de referéncia certificados ou uma matriz proxima a amostra
analisada [10,13].

Em muitos casos, é possivel o uso de padrées aquosos para a obtengédo da
curva analitica e posterior quantificagdo do analito quando se emprega a técnica de
amostragem de suspensao [7,10,13]. Este tipo de calibragcdo apresenta importantes
vantagens como simplicidade, baixo custo, reducdo do tempo de andlise e o
emprego de uma Unica curva analitica para a analise de muitas amostras [13]. No
entanto, € somente aplicada quando nenhuma diferenca estatistica € encontrada
entre a inclinacdo da curva de calibracdo usando solugdes de padrbes aquosos e
aquela obtida com adicdo de analito nas amostras de suspensdo. Quando
diferengas significativas s&o encontradas entre as inclinagbes das curvas, a
calibracao usando padrdes aquosos nao pode ser aplicada. Neste caso, deve ser
empregada a técnica de adicdo de analito, desde que o efeito de matriz seja
constante para um dado conjunto de amostras. Assim, uma inclinacado média pode
ser obtida e usada para amostras de matriz similar. Entretanto, se o efeito de matriz
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divergir entre amostras individuais, este método nao € aplicavel. Entédo, a técnica de
adicdo de analito devera ser aplicada para todas as amostras, sendo esta
considerada como a mais tediosa e morosa dentre as estratégias de calibracao
[10,13].

Algumas pesquisas tém empregado materiais de referéncia certificados para
a construcdo da curva analitica na analise de suspensodes [38-40]. Essa estratégia
de calibragcéo tem sido aplicada de dois diferentes modos: uso de diversos CRMs de
natureza similar com diferentes concentragdes do analito e uso de diferentes
massas de um unico CRM [10]. Em ambos os casos, é recomendavel que o CRM
tenha natureza similar ao da amostra. No entanto, a selecdo e a disponibilidade
desses materiais sao limitadas [7,13]. Quando nenhum CRM esta disponivel, existe
ainda uma outra alternativa utilizada para a construcédo da curva de calibracdo, que
consiste na preparagdo de suspensdes padroes em uma matriz sintética de
composigao fisico-quimica tdo proxima quanto possivel da amostra real a ser
analisada [7,10].

Por ultimo, para superar problemas relacionados ao decréscimo da eficiéncia
de transporte e incompleta atomizacdo do analito quando se utiliza suspensdes, a
técnica do elemento de referéncia tem sido empregada [41]. Consiste na adi¢do de
um elemento de referéncia a suspensao da amostra, o qual deve apresentar

comportamento similar ao analito de interesse [42].

2.4 APLICACAO DA AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO NA ANALISE DE
ALIMENTOS

Diversos sdo os trabalhos que podem ser encontrados na literatura que
descrevem o desenvolvimento de métodos baseados na aplicacdo da amostragem
de suspensdo como etapa de preparo de amostra para a determinacao de metais
em alimentos.

Araujo et al. [43] desenvolveram um método para a determinacao de Mn em
amostras de farinha de trigo por amostragem de suspensao e FAAS. As suspensdes
foram preparadas usando uma massa de 0,5 g de amostra e uma solugdo de HNO3
2,0 mol L' como meio diluente para um volume de 50 mL. A homogeneizacdo das
suspensoes foi realizada por agitacdo em banho ultrassénico durante o tempo de 15
min. A curva analitica usando padrbées aquosos foi estabelecida para a calibracéo do
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método. Os resultados analiticos foram comparados com aqueles obtidos apés
procedimento de digestdo acida e determinacao por FAAS. A comparacgao estatistica
pelo teste t ndo exibiu diferenca significativa entre esses resultados.

Lopez-Garcia et al. [44] descreveram um procedimento para determinagao
de fésforo em mel, leite e formulas infantis por GF AAS usando amostragem de
suspensao. Suspensdes preparadas em um meio contendo 50% (v/v) de peréxido
de hidrogénio concentrado, 1% (v/v) de acido nitrico concentrado, 10% (m/v) de
glicose, 5% (m/v) sacarose e 100 mg L' de potassio foram introduzidas diretamente
no tubo de grafite. A calibracao foi realizada com padrdes aquosos preparados no
mesmo meio que as suspensdo e a curva analitica foi linear entre 5 e 80 mg L™ de
P. A exatidao do procedimento foi verificada por comparacao dos resultados obtidos
pelo método proposto com aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico de
referéncia ap6s a mineralizacao e também pela analise de diversos CRM.

Cava-Montesinos et al [45] desenvolveram um método altamente sensivel
para a determinacdo de Hg em amostras de leite por espectrometria de
fluorescéncia atbmica de vapor frio (CV-AFS). As amostras foram sonicadas por 10
min em um banho ultrassénico na presenca de agua régia a 8% (v/v), antiespumante
a 2% (v/v) e cloridrato de hidroxilamina a 1% (v/v). Em seguida, as amostras foram
tratadas com KBr 8 mmol L™ e KBrOz 1,6 mmol L' em meio de HCI. Medidas por
AFS foram realizadas por multicomutacao, o qual proporciona uma maior freqtiéncia
analitica e menor geracao de residuos. O limite de deteccéao encontrado foi de 0,011
ng g’ de Hg na amostra original. O método foi validado mediante analise de CRM de
leite em p6é desnatado NIST-1459. Os resultados obtidos pelo procedimento
desenvolvido foram comparados com aqueles obtidos por digestdo assistida por
microondas e medidas continuas de AFS evidenciando uma boa concordancia entre
as duas estratégias.

Vinas et al [46] desenvolveram um procedimento para determinar As em
diferentes tipos de alimentos infantis por ET AAS usando amostragem de
suspensao. Suspensdes preparadas em um meio contendo Triton X-100 0,1% (m/v),
peréxido de hidrogénio concentrado 20% (v/v), &cido nitrico concentrado 1% (v/v) e
nitrato de niquel 0,3% m/v foram diretamente introduzidas no tubo de grafite.
Temperaturas de pirélise e atomizacao foram de 1400 e 2400 °C, respectivamente.
A calibracdo foi estabelecida pelo método de adicdo padrdo. A exatiddao do
procedimento foi avaliada pela comparacdo dos resultados obtidos com outros
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baseados na digestdao da amostra em forno de microondas e pela analise de trés
CRMs.

Um método baseado na analise de suspensodes foi desenvolvido por Chen e
Jiang [47] para a determinacao de As, Cd e Hg por ICP-MS usando geracao quimica
de vapor (VG) por injecdo em fluxo como sistema de introdu¢do de amostra. Uma
suspensao contendo 6% (m/v) de farinha, 0,7% (m/v) de tiouréia, 0,4 ug mL™ de Co
(1) e 2,5% (v/v) de HCI foi injetada no sistema VG-ICP-MS para a determinagao de
As, Cd e Hg sem dissolucao ou mineralizacdo. Método de adicdo padrao e diluicao
isotépica foram usados para a quantificagdo dos analitos. O método foi aplicado na
andlise de dois CRMs e amostras de cereais. Os resultados da analise dos materiais
de referéncia concordaram com os valores certificados.

A amostragem de suspensao foi utilizada por Cernohorsky et al. [48] para a
determinacao de Na, K, Ca, Mg, S, P, Fe, Mn, Cu e Zn em suspensdes de farinha de
trigo e alimentos pré-forno a base de farinha por ICP OES. As suspensdes foram
preparadas com 0,1% m/v de farinha em 0,1% m/v de Triton X-100 e 6% (v/v) de
HNOs. Banho ultrassénico foi usado para o tratamento das suspensdes por um
tempo de 15 min. Técnica de calibracdo usando padrbées aquosos foi adotada para a
quantificacdo dos elementos. A exatidao foi confirmada pela analise de materiais de
referéncia de farinha de trigo e de arroz. O método proposto foi aplicado para analise
de duas amostras de farinha de trigo e quatro amostras de misturas pré-forno a base
de farinha. Nenhuma diferengca estatistica foi encontrada quando os resultados
foram comparados com aqueles obtidos ap6s digestao por microondas das amostras
analisadas.
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CAPITULO 2
FOTO-OXIDAGAO UV

3.1 INTRODUCAO

A necessidade da decomposicdo de amostras se impde muitas vezes com o
intuito da eliminacdo de interferentes que, na maioria das vezes, deve-se
particularmente ao tipo de técnica de deteccdo empregada [6]. A irradiacdo da
amostra por ondas eletromagnéticas da regido do ultravioleta pode ser util na
decomposicao de interferentes, como a matéria organica. A mineralizacdo usando
irradiacdo UV pode representar uma alternativa efetiva em muitas situagdes,
oferecendo algumas vantagens quando comparada aos procedimentos
convencionais de decomposicdo de amostras, tais como: menor risco de
contaminacao da amostra; eliminacdo ou reducdo de perdas de analitos volateis;
requer o uso de menores quantidades de reagentes; elimina em muitos casos a
necessidade do uso de reagentes altamente corrosivos; as condicbes para a
mineralizacdo da amostra sdo mais brandas, possibilitando, por exemplo, que o
processo seja conduzido a baixas temperaturas; condicdes de pH em meio neutro
ou basico podem ser empregadas, o que pode ser Util quando a etapa de digestao €
seguida por procedimentos de extracdo e/ou pré-concentracao; possibilita a analise
de especiagao, sendo que o préprio processo de irradiagcdo UV pode ser usado para
a reacdao de derivatizacdo do analito; pode ser aplicada na determinacdo de
elementos volateis seguida da técnica de geracdo de hidretos ou vapor frio;
possibilita ainda o uso de padrbes aquosos para a calibracdo. Além disso, também
existe a possibilidade do desenvolvimento de sistemas de irradiagdo em fluxo
mecanizados ou automatizados. A facilidade de sua integracdo em sistemas de fluxo
tem impulsionado o desenvolvimento de sistemas integrados para a andlise de
amostras reais, parcial ou completamente automatizados, disponiveis
comercialmente. Outra possibilidade que tem despertado bastante interesse neste
campo é o acoplamento de sistemas de irradiacdo em fluxo com etapas de
separacao que empregam técnicas cromatogréficas [6,49- 52].

No entanto, a aplicacdo da irradiacdo UV como etapa de mineralizacdo da
matéria organica é limitada para alguns tipos de matrizes. Sua aplicacao torna-se

invidvel para amostras com elevado teor de compostos organicos, para as quais sao
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requeridos grandes quantidades de agentes oxidantes e longos periodos de
irradiacao [6,49]. No caso de amostras soélidas, a mineralizagdo UV pode ser usada
como uma etapa complementar apds a aplicacdo de métodos de digestdo mais
vigorosos, como a digestado em microondas [53,54].

O primeiro uso da foto-oxidacdo UV como um processo de digestdao foi
realizado por Armstrong ef al. em 1966 para a determinacao de carbono, nitrogénio
e fosforo em amostras de agua [55]. A primeira aplicacdo desse método como uma
etapa de pré-tratamento para a determinacdo de metais foi realizada por Frimmel e
Winkler em 1975 [56]. Desde entdo, diversos metais tém sido determinados em
varios tipos de matrizes, sendo a voltametria e a espectrometria de absorcéo
atdmica as principais técnicas usadas para a determinacdo. As condigcdes
estabelecidas para o processo de digestdo UV sdo as mais diversas e dependem do
elemento a ser determinado, da técnica de determinagdo empregada e da matriz da

amostra [49].
3.2 MECANISMOS DA FOTO-OXIDAGAO UV

A acéao da radiacdo UV sobre compostos organicos e inorganicos dissolvidos
resulta na formacao de muitas espécies intermediarias: oxigénio singlete, perdxido
de hidrogénio, ions superodxidos, radicais organoperoxil, radicais hidroxilas, entre
outros. A mineralizacdo pode também envolver a adicao de substancias, as quais
facilitam o processo de oxidacao, tais como: H.O,, Oz e KoS.0g [49,50].

3.2.1 Espécies oxidantes formadas sob a influéncia da radiacao UV e agentes
oxidantes empregados

3.2.1.1 Oxigénio singlete

Trata-se de uma espécie altamente reativa que resulta da interacdo entre a
radiacdo UV e a molécula de oxigénio, a qual passa do estado fundamental de
energia para o estado excitado, sendo provavelmente gerado em A = 366 nm. Esse
processo ocorre na presenca de sensibilizadores, como os acidos humicos
presentes em aguas naturais. O mecanismo mais provavel consiste na absorcao da

energia radiante pelo sensibilizador que transfere a energia para moléculas de O, e
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estas mudam seu estado de energia para o estado excitado (Equacgdes 1 e 2). Além
da ocorréncia natural dos sensibilizadores, algumas substancias podem ser
introduzidas no meio, por exemplo, corantes, 0s quais podem atuar como 0s

sensibilizadores naturais [49].

S(ag) + hv — S5 Equacao 1
S*@aq) + O2(g) = S(ag) + 'Oz(aq) Equacio 2

3.2.1.2 Radicais superoéxido e alquilperoxi

O radical superoxido é o primeiro produto obtido da reducdo de uma molécula
de O,. E instavel em solucdes aquosas e rapidamente desproporcionado a H,O, e
O.. O possivel mecanismo de formacgao deste ion consiste na absorcédo da radiacéao
por sensibilizadores, como, por exemplo, acidos humicos contendo estruturas
quinonas e semi-quinonas presentes em aguas naturais, os quais se tornam
excitados. Estes reagem com moléculas de O, para formar os ions superdxidos. O
radical alquilperoxi representa outro tipo de radical formado em solugcbes aquosas
contendo matéria organica dissolvida durante a irradiagdo UV [49].

3.2.1.3 Ozonio

O ozbnio é formado quando moléculas de O, sdo submetidas a radiacdo UV
de comprimentos de ondas mais curtos (A < 240 nm):

Ogz(g) + hv — 20g) Equacao 3
O(g) + Oz(g) — Os(g) Equacéo 4

Numa lampada de mercurio, a linha 185 nm é a principal responsavel pela
formagao do o0zdnio. O o0zdnio é moderadamente estavel no escuro e na temperatura
ambiente. No entanto, sofre rapida decomposicdo quando submetido a radiacao
ultravioleta de 200-300 nm. A presenca de gases, como O,, CO,, N2 e Ar, inibem
esta decomposicao.

O ozbnio tem fortes propriedades oxidantes, sendo seu potencial redox em
meio acido e alcalino de 2,075 e 1,246 V, respectivamente. Pode ser entdo
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adicionado ao meio reacional como agente oxidante. Quando irradiado com UV

forma radicais hidroxilas:

Os(g) + Hzo(l) +hv — H202(aq) + Oz(g) Equacao 5
H202(aq) + hv — 20H"(5q) Equacéao 6

Ozébnio é um eficiente agente oxidante para compostos organicos. Diversos
estudos tém sido realizados para avaliar a eficiéncia de processos oxidativos
fazendo uso de Oj e irradiacdo UV na decomposicdo de varios compostos
organicos. Os resultados demonstram que a taxa de oxidacdo aumenta sempre em

sistema usando Os/UV comparado ao sistema usando somente oxidante [49,50].
3.2.1.4 Radical hidroxila e peréxido de hidrogénio

O radical hidroxila (HO") é uma espécie oxidante altamente reativa capaz de
romper ligagdes de carater covalente e induzir a mineralizacdo completa dos
compostos organicos presentes na amostra [52]. Devido ao seu elevado potencial de
reducao padrdo de 2,8 V em meio acido, € uma espécie capaz de oxidar a maioria
dos compostos organicos a CO, [57]. O radical hidroxila pode ser gerado a partir da

fotblise da agua pela acao da radiacao UV [52, 58]:

H20() + hv — H'(ag) + OH'(aq) Equacio 7

Pode também ser gerado a partir de peréxido de hidrogénio adicionado a
solucdo da amostra. Quando exposto a acdo da radiacdao UV, H>O, sofre
decomposicao formando os radicais hidroxilas [49,52,58]:

HgOg(aq) + hv — ZOH.(aq) Equagéo 8
Diversos estudos tém investigado a influéncia da adicdo de H>O. na eficiéncia
da digestdo UV de muitos compostos organicos em solucdes aquosas. E

demonstrado que a eficiéncia da mineralizacdo € maior para os sistemas usando

H>,O»/UV em relacdo aos sistemas usando somente oxidante ou radiagédo UV [49].
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A presenca de nitritos e nitratos em solugdo pode também ser fonte de
radicais hidroxilas [49]:

NOQ-(aq) + H20(|) +hv — NO(g) + OH-(aq) + OH.(aq) Equagéo 9
NO3 (aq) + H20() + hv — NOg(g) + OH (5q) + OH.(aq) Equacao 10

O radical hidroxila pode reagir através de trés mecanismos distintos:
abstracao de hidrogénio, transferéncia de elétrons e adi¢ao radicalar. Os radicais
secundarios formados durante estas reagdes podem novamente reagir com outros
compostos [52]. Acredita-se que os radicais hidroxilas sejam os mais importantes

agentes envolvidos no processo de oxidagcao da matéria organica [6,49].
3.2.1.5 ion perssulfato

E um dos mais fortes agentes oxidantes em meio aquoso, cujo potencial de
reducao padrao é de 2,01 V:

S205% (ag) + 2€ 2S04 (ag) Equacéo 11

A primeira etapa de decomposicao desse ion é de carater radicalar, que pode
ser iniciada por substancias presentes em solucao, bem como pela interacdo com a
radiacao UV:

82082_(aq) — 2804_.(aq) Equagéo 12

Na segunda etapa de reacao, o radical sulfato reage com agua para formar
radicais hidroxilas:

SO4_.(aq) + H20(|) — HSO4-(aq) + OH.(aq) Equagéo 13

A préxima etapa de reagdo em cadeia da decomposi¢ao do ion perssulfato é

a sequinte:

82082_(aq) + OH.(aq) — HSO4_(aq) + SO4_.(aq) + 1/202() Equacao 14
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SO4_.(aq) + OH.(aq) - HSO4-(aq) + 1/202(9) Equagéo 15

Por causa de suas fortes propriedades oxidantes, devido a formacgao de H.O,,
O. e OH’ como produtos da reagdo de sua decomposicdo, o ion perssulfato é um
agente oxidante comumente usado na mineraliza¢ao por radiagdo UV [49].

3.2.1.6 Dioxido de titanio

Muitos compostos organicos podem ser foto-oxidados a CO, usando o dioxido
de titanio (TiO2) como catalisador. O mecanismo deste processo envolve a formacao
de lacunas carregadas positivamente e de elétrons na superficie do TiO, excitado.
Quando um semicondutor é irradiado com radiagao ultravioleta, a uma energia maior
que sua energia de “bandgap”, elétrons sdo excitados e passam da banda de
valéncia (CV) para a banda de conducéo (CB). Dessa forma, sdo gerados elétrons

(ecs’) na banda de conducao e lacunas (hyg*) na banda de valéncia [49,59- 62].

TiOzs) + hv(UV) — TiOgs)(ece” + hys") Equacao 16

Os elétrons fotogerados na banda de conducao podem interagir tanto com a
matéria organica quanto com moléculas de oxigénio adsorvidas na superficie do
semicondutor ou dissolvidas na agua, gerando radicais superoxidos O2". As lacunas
fotogeradas podem oxidar a molécula organica formando R*, ou reagir com OH ou
H.O oxidando estas espécies a OH'". Outras espécies altamente oxidantes como, por
exemplo, radicais de agua oxigenada HO.’, podem também ser gerados neste
processo. Estes radicais formadas sao responsaveis pela fotodecomposicao
heterogénea dos substratos organicos pelos semicondutores [49,60,61].

TiOa)(hve") + H20q — TiOze) + H* (aq) + OH'(ag) Equacio 17
TiOgz)(hve™) + OH (aq) — TiOzs) + OH'(aq) Equacao 18
TiOzs)(ec’) + Ozig) — TiOzs) + 027 (ag) Equacao 19
O2"(ag) + H'(aq) = HO2'(aq) Equacéo 20

O diéxido de titdnio pode ser usado na forma de suspensdo em meio aquoso

ou imobilizado como fase estacionaria em vidro ou nas paredes internas de um tubo
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de politetraflueretileno bobinada ao redor de uma lampada UV, freqiientemente uma
lampada de luz negra [49].

3.2.1.7 Outros agentes oxidantes e catalisadores empregados

Agentes oxidantes como KMnO4 e KoCrO; também tém sido aplicados para
acelerar processos de mineralizacdo baseados na foto-oxidacao UV. O uso de
mercurio metalico ou compostos de mercurio (Il) como sensibilizadores na
mineralizacao UV também tem sido realizado. Alguns catalisadores como Ce(SQa)a,
UO2(NO3),, OsOy4, Pt, também foram aplicados na foto-oxidacdo UV, mas estes sao

raramente usados [49].
3.3 FONTES DE RADIACAO UV

A radiacao ultravioleta corresponde a regidao do espectro eletromagnético
entre os comprimentos de onda (A) de 400 e 100 nm. A Comissao Internacional da
lluminacdo (Comission Internacionale de I'Eclairage) recomenda a classificagdo em
UV-A (400-315), UV-B (315-280) e UV-C (280-100), sendo que a primeira faixa é
denominada como ultravioleta proximo e a ultima, como ultravioleta extremo ou de
vacuo. A denominacao de ultravioleta de vacuo deve-se a necessidade da remocao,
ao se operar em baixos comprimentos de onda, do oxigénio atmosférico, que
absorve radiacdo em A abaixo de 200 nm [6,49].

Na pratica, o aproveitamento do espectro ultravioleta é limitado pelos trés
tipos de fontes disponiveis comercialmente: lampadas de deutério, xenbnio e vapor
de mercurio. Dentre estas, as lampadas de vapor de mercurio sdo as mais
freqientemente usadas em aplicacbes industriais e de laboratério, quando néo é
exigida muita estabilidade (no que as lampadas de deutério sdo mais favoraveis) ou
ampla faixa de emissdo, cobrindo também o visivel e infravermelho préximo
(propiciado pelas lampadas de xenénio). Isto se deve ao fato das lampadas de
mercurio apresentarem baixo custo relativo e facilidade de operacéo, além de altas
eficiéncias energética (proporcdo de poténcia elétrica convertida em radiacdo) e
espectral (proporcéo de radiacdo emitida no UV) [6].

Nas lampadas de mercurio por descarga em arco, a irradiagdo decorre do

relaxamento luminescente de atomos de mercurio excitados pelas colisdes
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resultantes da corrente de elétrons e ions no arco formado entre os eletrodos
montados no interior de um bulbo de quartzo. A transicdo de energia de atomos de
Hg do estado excitado de mais baixa energia para o estado fundamental
corresponde ao A = 253,7 nm. Além do vapor de mercurio, as lampadas contém um
gas nobre, geralmente argbnio, que apesar de nao participar diretamente do
processo de irradiacao, contribui para o aumento da corrente de elétrons e ions
[6,49]. O espectro de emissdo depende fortemente da pressdo de vapor de Hg no
interior do bulbo havendo, por este motivo, a distincao entre lampadas de baixa (0,1-
1 Pa), média (~0.1 MPa) e alta pressao (~10 MPa) [6,49,50].

3.3.1 Lampadas de baixa pressao

As lampadas de baixa pressdo sdo essencialmente monocromaticas e seu
espectro consiste de uma linha com A = 253,7 nm. Uma linha gerada em 189 nm é,
em lampadas convencionais, filtrada pelas paredes do bulbo e pelo O, atmosférico.
Sua eficiéncia de conversao da poténcia em radiacao UV é de cerca de 40%, sendo
melhor do que as lampadas de média e alta pressdo. No entanto, apresentam uma
menor poténcia, que € no maximo de 60 W. Para compensar a baixa intensidade
luminosa das lampadas de baixa pressdo, estas sao construidas em forma de
bulbos compridos, com dimensdes de 1 m de comprimento e 15-40 mm de diametro,
as vezes enrolados em forma de espiral, de maneira a se obter um maior fluxo
luminoso total. O tempo de vida destas lampadas é relativamente longo, entre 5000-
10000 h. Ademais, as lampadas de baixa pressdao operam em baixas temperaturas,
tipicamente, entre 40 e 60°C, sendo que o metal no seu interior pode estar
parcialmente condensado durante sua operacdo. Neste caso, a quantidade de
mercurio no estado de vapor é determinada pela sua pressao parcial, isto €, pela
sua temperatura de operacéo [6,49]. Um tipo especial de ldmpada de baixa pressao
sao as chamadas lampadas fluorescentes de luz negra. A parte interna da lampada
€ revestida com uma substéancia fluorescente, a qual absorve a radiacdo em 254 nm
e emite em 365 nm, sendo essa chamada de luz negra. Esse tipo de lampada é
freqientemente usado para oxidacao fotocatalitica de substancias organicas com

diéxido de titdnio como catalisador [49].

32



3.3.2 Lampadas de média e alta pressao

As fontes de média e alta pressdao apresentam um espectro de emissao
caracterizado por linhas mais alargadas e um fundo continuo que cobre toda a
regiao UV. Apesar de apresentarem poténcia nominal aproximadamente uma ordem
de grandeza maior que as de baixa presséao, estas lampadas convertem em luz UV
somente cerca de 30% da poténcia elétrica consumida. O tempo de vida destas
lampadas é inferior ao das de baixa pressdo, aproximadamente de 2000 h. A
temperatura de operacédo das lampadas de média e alta pressdo alcanca valores
entre 600-900 °C, em que todo o mercurio esta completamente vaporizado. Por esta
razao, a quantidade de mercurio no estado de vapor é determinada pela quantidade
de metal inserido no bulbo durante a manufatura que, portanto, deve ser
cuidadosamente estabelecida. Devido a alta temperatura de operagdo, estas
lampadas emitem também uma grande quantidade de calor que pode ser utilizado
para aquecer as amostras tratadas. Entretanto, é importante estabelecer um
apropriado sistema de resfriamento. LAmpadas de média pressao sao resfriadas
com ar e as de alta presséo sdo resfriadas com agua [6,49].

3.3.3 Outras abordagens

Na literatura podem ser encontrados trabalhos que empregam outras
diferentes abordagens quanto as fontes de irradiacdo UV. A possibilidade do uso de
lampadas de mercurio do tipo usado em iluminacdo publica é um exemplo. Séo
lampadas facilmente disponiveis no mercado e de custo relativamente baixo. Para
tanto, € necessaria a remocg¢ao do invélucro externo de vidro, o qual é revestido
internamente por um material fluorescente. Desse modo, o nucleo interno da
lampada fica exposto, sendo este constituido por uma lampada de mercurio de
média/alta pressdo num invélucro de quartzo [63].

Outra possibilidade é a utilizacdo de um novo modelo de lampada disponivel
no mercado, sendo esta de baixa pressdo, mas de elevada poténcia. Foi
demonstrado que sua eficiéncia € maior do que as lampadas de baixa pressao/baixa
poténcia e média pressaol/igual poténcia na foto-decomposicdo de varias
substancias organicas [64].
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Uma interessante proposta é a realizagdo da abertura de amostra por
irradiacdo simultdnea de ultravioleta e microondas. Uma ampola de quartzo
contendo cadmio, cujo vapor produz emissdo monocromatica em A = 228 nm, é
posicionada no fundo de um tubo de ensaio de quartzo contendo a solucédo ou
suspensdo a ser tratada e o conjunto é inserido na cavidade de um forno de
microondas. A fonte de radiacdo UV é desprovida de eletrodo, pois as préprias
microondas desempenham o duplo papel de fornecer energia a amostra e de iniciar
e manter o processo de excitagcdo dos atomos de Cd, responsavel pela emissdo no
UV. Esta nova abordagem foi testada com sucesso em uma amostra de material
certificado de leite desnatado, possibilitando 99% de decomposicao do material
organico em 30 min de tratamento [65].

E interessante mencionar também a aplicacdo de lasers na mineralizagao UV.
Para tal propésito, foram usados lasers com os seguintes comprimentos de onda: A
= 193 nm (laser de ArF), A = 248 nm (laser de KrF), A = 308 nm (laser de XeCl). A
mineralizacdo foi investigada para o fulvato de sédio e o 2,4-diclorofenol, sendo
conduzida num recipiente fechado de quartzo de 40 ml. A taxa de decomposicao
aumentou para comprimentos de onda mais curtos. A poténcia consumida de um
laser foi comparada com aquela de uma lampada de vapor de mercurio. Foi
necessaria de 100 a 2000 vezes menos energia quando foi utilizado o laser. Isso se
explica pelo fato de que somente uma pequena fragcdo da poténcia é emitida como
radiacao UV numa lampada de mercurio [66].

3.4 DIGESTORES UV

Os principais fatores levados em conta na construcao dos dispositivos usados
para a digestdo UV sédo: o melhor aproveitamento da radiacdo, com otimizacao de
esquemas de reflexdo e focalizacdo, e a questdo do controle da temperatura. A
intensa dissipacdo de calor por lampadas de média e alta pressdo pode ser
conveniente para acelerar o processo desejado. No entanto, a temperatura de
ebulicdo da amostra pode ser rapidamente alcancada, sendo necessaria a adicao de
dispositivo de resfriamento como, por exemplo, uma ventoinha. Entretanto,
ventilacdo exagerada é indesejavel, quer por desacelerar a reacdo, quer por
prejudicar a emissdao da lampada. O mais apropriado é realizar o controle da

temperatura por meio de um termostato como, por exemplo, ligando ou acelerando a
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ventoinha conforme necessario [6]. No caso da utilizacdo de lampadas de baixa
pressdo, a adicdo de dispositivo de resfriamento torna-se muitas vezes
desnecessaria, devido a baixa dissipacao de calor que estas lampadas apresentam
[49].

O método original para a mineralizacdo UV consiste da imersdo de uma
lampada de mercurio em um frasco de reacado, similar a sintese fotoquimica na
Quimica Organica, tendo sido aplicado com sucesso para transformar compostos de
organomercurio em combinacdes inorganicas de mercurio [49,50,56]. As
desvantagens desse processo sdo evidentes, como contaminagdo da amostra e
corrosao da lampada, o que torna por limitar o tipo e a concentracdo dos reagentes
utilizados. No entanto, esse tipo de mineralizacao nao é aplicado em digestores
comercialmente disponiveis [50]. Atualmente, existem duas abordagens que sao
frequentemente utilizadas para realizar a mineralizacdo UV: métodos baseados na

aplicacao de equipamentos em batelada ou de sistemas em fluxo [6,49,50].

3.4.1 Equipamentos em batelada

Este tipo de dispositivo consiste de uma lampada de mercurio posicionada
axialmente no centro de um invélucro externo. As amostras sao geralmente
colocadas em varios tubos de quartzo fechados, dispostos ao redor da lampada,
permitindo a mineralizagdo simultanea de mais do que uma amostra. A parte interna
do invélucro é espelhada, geralmente constituida de folhas de aluminio, para se
obter maior aproveitamento da radiacdo a partir de sua reflexdo para o interior do
dispositivo [6,49,50,55]. Existem no mercado foto-digestores completos como os
produzidos pela Metrohm [67] (Figura 3), mas versdes simplificadas podem ser
construidas no proéprio laboratério [68].
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Figura 3. Digestor UV comercialmente disponivel pela Metrohm: (a) digestor UV modelo 705
e (b) suporte com os tubos para as amostras.

Mineralizadores em batelada disponiveis comercialmente podem ser divididos
em dois tipos: mineralizadores com resfriamento a ar e mineralizadores com
resfriamento a agua. No primeiro tipo, o resfriamento € efetuado por um fluxo de ar
forcado por uma ventoinha situada logo abaixo da lampada e dos tubos contendo
amostras. O segundo tipo de mineralizador consiste de uma camara com a lampada
e tubos rodeados por uma jaqueta contendo agua. O uso de sistemas de
resfriamento a agua permite 0 emprego de lampadas de alta pressao, ja que estas
emitem radiagcdo de mais alta intensidade e produzem mais calor causando rapida
evaporacao da amostra. O fluxo regulado de agua possibilita 0 adequado ajuste da
temperatura das amostras [49,50]. Versdes que empregam os dois tipos de sistemas
de resfriamento também podem ser encontradas disponiveis no mercado [67].

3.4.2 Equipamentos em fluxo

Para equipamentos acoplados ou integrados em sistemas de fluxo, a solugéao
convencionalmente adotada é a de circular a amostra por uma bobina que envolve a
lampada, sendo esta confeccionada em quartzo [6,49,50]. Este tipo de sistema foi
originalmente usado nos equipamentos de mineralizacdo para determinagdo de
carbono total. Atualmente, digestores em fluxo sdo também empregados na
determinagcdo de nitrogénio, fésforo e uma série de outros elementos [6,49].

Inicialmente, lampadas com poténcias mais altas eram empregadas neste tipo de
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digestor, mas lampadas de poténcias menores tém sido frequentemente usadas em
trabalhos mais recentes. Estas lampadas tém a vantagem de nao haver a
necessidade da adicdo de algum sistema de resfriamento [49,50].

Em muitos trabalhos, vem se tornando crescente uso de bobinas de PTFE em
substituicdo ao quartzo [69-75]. Este material apresenta transparéncia superior a do
vidro, mas inferior a do quartzo frente a radiacdo UV. Sua eficiéncia é compensada
em parte por um melhor aproveitamento da radiacdo em decorréncia da reflexao
multipla da radiacdo no interior das paredes do tubo, que apresenta indice de
refracdo proximo ou mesmo inferior ao da solugdo irradiada. A vantagem de se
substituir quartzo por PTFE é evidente, pois assim se eliminam os inconvenientes de
custos mais elevados do material e dificuldade de manufatura, de menor flexibilidade
na escolha da geometria da bobina e de fragilidade relacionada ao uso do quartzo
[6,49].

3.5 APLICACAO DA FOTO-OXIDACAO UV NA ANALISE DE ALIMENTOS

Na literatura sao encontrados alguns trabalhos envolvendo a aplicacdo da
foto-oxidagcdo UV como etapa de preparacdo da amostra para a determinagéo de
metais em alimentos.

Buldini et al. [51] desenvolveram um método cromatografico para a
determinacao de alguns micronutrientes em diferentes tipos de leite, no qual a foto-
oxidacao UV foi aplicada para a eliminagdo da matriz organica. O processo de foto-
oxidacao UV foi realizado com H>O, em um digestor UV equipado com uma lampada
de mercurio de alta pressao. O tempo requerido para a degradag¢ao das amostras de
leite foi inferior a 2 h. A solucdo resultante foi diluida, filtrada e injetada em um
cromatdgrafo de ions com ambos os detectores de condutividade e UV-Vis. O
método foi aplicado na andlise de amostras reais de leite e resultados satisfatérios
foram obtidos na determinacao total de Cl, Br, P (como fosfato) e S (como sulfato), e
Cu, Ni, Zn, Co, Fe e Pb.

Em outro trabalho realizado por Buldini et at. [76], a foto-oxidacdo UV foi
aplicada para a degradacao de amostras de vinho para a determinagcéo de metais de
transicdo por voltametria de redissolucdo catédica/anddica de pulso diferencial
(DPASV-DPCSV) e espectrometria de absorcdao atdbmica com forno de grafite. O

processo de mineralizagdo UV foi realizado com H,O, e tempos inferiores a 1 h
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foram requeridos para a maioria das amostras. A solucdo obtida foi diretamente
analisada para a determinagdo dos metais Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Ni e Zn, e os
resultados obtidos pelas trés técnicas foram concordantes.

Ainda em outro trabalho realizado por Buldini et al. [77], a foto-oxidacdo UV
foi aplicada para eliminar interferéncias causadas por compostos organicos em
amostras de mel. As amostras foram degradadas com H>O, com tempos de
irradiacao UV menores do que 1 h. Apés a foto-oxidacdo UV, as solucbes obtidas
foram diretamente analisadas para a determinagcéao de Fe, Cu, Ni, Zn, Pb, Cd e Co
por cromatografia de ions e DPASV-DPCSV. Os resultados obtidos foram
concordantes com aqueles obtidos por ET AAS.

Um adequado método para a determinacdo das razdes isotdpicas de Pb em
vinhos do Porto por ICP-MS foi desenvolvido por Almeida e Vasconcellos [78]. As
amostras foram submetidas a irradiacdo UV com H>O, em um digestor equipado
com uma lampada de mercurio de alta pressdo de 1000 W por 1,5 h. Apés a foto-
oxidagdo UV, as amostras foram filtradas e diluidas com HNOj3; 0,5% (v/v). A
concentragao total de Pb também foi determinada nas amostras por ET AAS. O
método foi aplicado para a determinacdo das razdes isotépicas de Pb em 24
amostras de vinho do Porto de diferentes idades e caracteristicas.

Almeida e Vasconcellos [79] também realizaram a comparagéao entre métodos
de pré-tratamento de amostras por irradiacao UV e digestdo em microondas para a
determinacao de razdes isotopicas de Pb em vinhos do Porto por ICP-MS. Ambos os
procedimentos foram adequados, mas a foto-oxidacdo UV proporcionou um menor
consumo de reagentes e maiores volumes de solucéo para as andlises, sendo entéao
selecionado para estudos seguintes. O método foi aplicado para a determinagéao das
razoes isotdpicas em oito amostras de vinho do Porto.

Trabalhos que envolvem a aplicacdo da foto-oxidagdo como um método
complementar de abertura de amostras de alimentos, apds a aplicagdo de métodos
mais vigorosos, também sdo encontrados na literatura.

Golimowski e Gustavsson [80] realizaram a determinacdo de mercurio em
amostras de musculo de peixe por voltametria de redissolucdo anddica (ASV),
utilizando um disco de ouro como eletrodo de trabalho. As amostras foram
descongeladas, dissecadas, liofilizadas e homogeneizadas antes da analise. Dois
procedimentos de digestao acida foram usados para o tratamento das amostras, um
sistema usando a mistura HNOs/HCIOs e outro HNO3/H>.SO4. No sentido de
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completar a oxidacdo, as amostras foram submetidas a irradiacado UV. As
concentragdes obtidas para as amostras de musculo de peixe foram de 19,6; 0,84 e
5,1 ug/g de peso seco. Os resultados foram comparados com aquelas obtidos por
analise de ativacao de néutrons (NAA) e boa concordéancia foi encontrada.
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CAPITULO 3
A IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE METAIS EM ALIMENTOS

4.1 INTRODUCAO

O conhecimento dos niveis de metais em alimentos € uma questao relevante
por diversas razdes. A presenca de metais em determinados niveis nos alimentos
tem um importante papel na nutricdo humana, seja pela essencialidade ou pela
toxicidade destes [81-83]. Sendo assim, a obtencdo de dados precisos sobre a
composi¢do elementar dos alimentos se faz necessaria para se estabelecer uma
adequada ingestdo de nutrientes essenciais, bem como para uma adequada
avaliacao dos niveis de exposicao aos elementos toxicos por ingestao [81]. Além
disso, a concentragdo de metais pode ser um significativo parametro sobre a
qualidade e conservacao de determinados produtos alimenticios [84].

Em vista disso, existe uma constante preocupagcdao por parte de 6rgaos
governamentais e da comunidade cientifica a cerca dos niveis de metais em
alimentos, ndo sendo em vao que a concentracdo de varios metais em diferentes
tipos de alimentos de diversos paises tem sido tema de muitos estudos e niveis
maximos de tolerancia para contaminantes tém sido estabelecidos e constantemente
revisados por legislacdes no mundo todo [23,82].

Vinho e iogurte sdo alimentos amplamente consumidos no mundo devido ao
sabor e ao valor nutricional. Ambos os produtos podem ser fontes significativas de
minerais e proporcionar beneficios a saude. Dessa maneira, vinho e iogurte sdo
alimentos que merecem atencdo pela relevancia nutricional e toxicolégica que

ambos apresentam.
4.2 O IOGURTE
4.2.1 Generalidades

O iogurte é definido como o produto lacteo fresco obtido a partir da
fermentacao acida do leite pela agdo especifica de culturas pré-simbidticas das
bactérias Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus

[85-92]. Durante a fermentacéo, estas bactérias convertem a lactose presente no
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leite em acido lactico [85,87]. Outras bactérias lacticas, como o Lactobacillus
acidophilus e o Bifidobacterium, podem também ser adicionadas para a producéo de
iogurtes com caracteristicas desejaveis [85,88,89]. Trata-se de um produto
amplamente consumido no mundo e apreciado por individuos de diferentes faixas
etarias, principalmente criancas [92].

Acredita-se que o iogurte teve a sua origem em tribos nébmades dos Balcéas a
milhares de anos atras, provavelmente primeiro por acidente e depois como um
meio de conservacgao do leite [85]. A propria palavra iogurte tem etimologia turca que
provém da palavra yoghurma que tem o significado de “engrossar” [91].

O processo de elaboracao do iogurte era originalmente simples, mas ao longo
dos anos tornou-se bastante sofisticado. Atualmente, o iogurte € produzido sob
condi¢des cuidadosamente controladas [85,92]. Inicialmente, realiza-se a selecao
criteriosa das matérias-primas. O leite utilizado deve atender a determinados
parametros e ser de alta qualidade [91]. As culturas lacticas sdo adicionadas ao leite
previamente pasteurizado e homogeneizado, sendo entdo aquecido numa
incubadora por 4 a 5 horas a 45 °C para que ocorra a fermentagao [85,91].

Os iogurtes podem ser classificados de acordo com o teor de matéria gorda
em: iogurtes com creme (matéria gorda minima de 6g/100q), integrais (matéria gorda
minima de 3g/100q), parcialmente desnatados (matéria gorda maxima de 2,99/100gq)
e desnatados (matéria gorda maxima de 0,5g/1009) [85,91,93]. Também podem ser
classificados de acordo com o processamento, sendo de dois tipos: o tradicional ou
natural, e o batido [91,94]. Ainda podem ser classificados de acordo com a adi¢cao ou

nao de frutas ou aromas em: iogurtes naturais e com polpa de frutas [91,95].

4.2.2 A importéancia da determinacao de metais em iogurte

O iogurte pode representar uma importante fonte de nutrientes essenciais na
dieta humana, como vitaminas e minerais [88,89,96,97,]. Pode contribuir
significativamente para as necessidades didrias recomendadas de calcio, fésforo,
magneésio e zinco [95,97,98]. Além disso, € um alimento mais facilmente assimilado
na digestdo do que o leite fresco, pois apresenta bem menos lactose, mais
aminod&cidos e acidos graxos livres, e alguns minerais, como o calcio, estdo mais

biodisponiveis no iogurte do que no leite [88,96,98,99].
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Devido a presenca de culturas vivas de bactérias acido-laticas, o iogurte
também oferece beneficios a saude por causa de suas propriedades terapéuticas
[97,99]. As bactérias acido-laticas ingeridas resistem parcialmente a acidez gastrica
€ passam vivas para o trato gastrointestinal, no qual ajudam a equilibrar a microflora
[89,100]. Muitos estudos tém demonstrado as atividades antitumorais e imunoldgicas
deste produto [88,89,100]. Além disso, algumas bactérias acido-laticas sao
adicionadas ao iogurte por suas propriedades probioticas [89].

Diante de tudo que foi exposto, torna-se importante o desenvolvimento de
métodos analiticos visando a determinagdo de metais em amostras de iogurte. No
entanto, trata-se de uma matriz complexa rica em compostos organicos, bem como
proteinas e gordura. Desse modo, a andlise de amostras de iogurte requer
usualmente uma etapa de preparagdao da amostra, principalmente quando técnicas
de espectrometria atdmica sdo empregadas para a determinagéo.

Na literatura sdo poucos os trabalhos encontrados que envolvem a
determinacdo de metais em iogurte. Em sua maioria, estes trabalhos descrevem a
aplicacédo de procedimentos de abertura convencionais para o preparo das amostras
de iogurte, tais como digestao acida e técnica de reducao a cinzas [95,97,101,102].
Dessa forma, torna-se oportuno a aplicagcdo de estratégias alternativas para o
preparo de amostras de iogurte visando a determinacao de metais.

4.3 O VINHO
4.3.1 Generalidades

Vinho é uma bebida alcodlica obtida a partir da fermentacdo de agucares
naturais presentes no mosto simples de uva sa, fresca e madura pela acédo de
leveduras [103,104]. E uma bebida amplamente consumida em muitas partes do
mundo e que tem milhares de anos de tradicdo [105,106]. Apresenta alto valor
comercial e importancia social. Atualmente, a producdo e consumo mundiais de
vinho é superior a 2 x 10'° L por ano [106].

A producdo de vinho € um processo complexo do ponto de vista
microbiolégico e bioquimico [107]. As leveduras sao 0s principais microorganismos
responsaveis pela conversao dos agucares presentes na uva em etanol, diéxido de

carbono e metabdlitos minoritarios associados com o flavour do vinho [108].
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Saccharomyces cerevisiae é a levedura freqientemente utilizada como cultura
iniciadora da fermentagdo para a produg¢do de vinho, a partir de mostos de uva
contendo usualmente 16-26% (m/v) de acucar [109]. As espécies de uva usadas
devem ser quimicamente balanceadas para que ndo haja necessidade da adi¢do de
acucar, enzimas ou nutrientes [103]. O processo de fermentacédo pode ser conduzido
em batelada ou no modo continuo. No entanto, quase todo o vinho € produzido pela
fermentacao em batelada. Neste modo de produgao, o mosto de uva é colocado em
tanques ou barris e mantido até a completa fermentagao, geralmente ap6s 5-10 dias.
A fermentacdo pode ser espontdnea ou natural, ou iniciada a partir de leveduras
adicionadas. Entretanto, este modo de fermentagdo apresenta algumas
desvantagens, como baixa eficiéncia de fermentagdo e necessidade da separacao
das leveduras do produto ao final do processo. Em vista disso, tecnologias tém sido
desenvolvidas para a imobilizacdo de células microbianas para aplicacées em
fermentagées no modo continuo. Reatores de células imobilizadas proporcionam
fermentacées mais rapidas e eficientes, além de eliminar a necessidade da
separacdo das células do produto final. Usualmente, a matriz das células
imobilizadas € empacotada numa coluna e o material para fermentacao é entéao
passado através da coluna, obtendo-se o produto desejado na saida [110].

Existe uma série de fatores que afetam a qualidade do vinho, como a regido
de cultivo das videiras, o tempo de colheita das uvas, o processo de fermentacdo e o
tempo de armazenamento. Todos esses fatores tém grande influéncia sobre a
composicdo e concentragdo dos compostos presentes no vinho. E possivel, até
mesmo, classificar e caracterizar o vinho a partir de informagdes qualitativas e
quantitativas da sua composigao quimica [111].

De acordo com a legislacao brasileira, os vinhos sao classificados quanto a
classe, a cor e ao teor de acucar. Quanto a classe sao classificados em: vinho de
mesa, leve, fino, espumante, frisante, gaseificado, licoroso e composto. Quanto a cor
os vinhos sao classificados como: tinto; rosado, rose ou clarete; e branco. Os vinhos
sao classificados quanto ao teor de aglcar em: nature; extra-brut; brut; seco, sec ou

dry; meio doce, meio seco ou semi-sec; suave; e doce [104].
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4.3.2 A importancia da determinacao de metais em vinho

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo moderado de vinho,
especialmente vinho tinto, pode proporcionar beneficios a salude e longevidade
guando combinado com uma dieta balanceada [105,106,112]. O consumo moderado
de vinho pode também representar uma importante fonte de nutrientes e contribuir
significativamente para as necessidades diarias de elementos essenciais para o
organismo humano, tais como K, Ca, Mg, Co, Fe, Cu, Mn, Mo, Ni e Zn [105,112]. No
entanto, pode ser fonte de elementos toxicos como Pb, Cd e As, principalmente
quando ingerido de forma excessiva [105,106,112,113].

A composi¢cdo mineral do vinho é influenciada por diversos fatores, sejam
estes de fontes naturais, como solo, clima e tipo de uva, ou devido a contaminacdes
durante o processo de producdo, emissdes atmosféricas e aplicacées de pesticidas,
fungicidas e fertilizantes. A composi¢cdo mineral do vinho tem grande influéncia em
sua qualidade e é fundamental para a sua caracterizacao, tipificacdo, controle de
autenticidade e toxicidade [103,105,106,112-117].

Muitos metais presentes no vinho sdo importantes para uma fermentagao
alcodlica eficiente. Ca, K, Mg e Na participam na regulacao do metabolismo celular
de leveduras através da manutencao adequada do pH e equilibrio i6nico. Cu, Fe, Mn
e Zn, entre outros metais-trago, também sao importantes para as leveduras, uma vez
que estes sao necessarios para ativacdo de metalo-enzimas [103,118-120].

No entanto, o enriqguecimento do vinho em alguns metais pode originar
fendbmenos depreciativos da sua qualidade. Deste modo, caracteristicas
organolépticas do vinho podem ser afetadas, incluindo sabor, frescor, aroma e cor,
principalmente devido a fendmenos de precipitacao, oxidacao ou turvagao durante o
processo de fermentacdo, maturacéo e armazenamento [103,115].

Cu, Fe, Mn e Zn sado apontados como 0s principais responsaveis por
mudancas na estabilidade e modificacbes da qualidade sensorial do vinho
[108,117,120,121]. O processo de oxidacao do vinho, por exemplo, esta diretamente
relacionado com a concentracao de Cu, Fe e Mn [103,113,117-122]. Neste contexto,
manganés e ferro desempenham um papel importante nos processos quimicos
envolvendo o acetaldeido: manganés favorece a sua formacao e ferro catalisa a sua

combinacao com compostos fendlicos para produzir precipitados [122].
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Em vista de tudo que foi exposto, percebe-se que inumeros sédo os fatores
qgue tornam relevante o estabelecimento de métodos para a determinacao de metais
em amostras de vinho. Embora seja uma matriz liquida, a analise direta de vinho por
técnicas de espectrometria atdmica, como FAAS e ICP OES, nao é simples, pois 0
vinho é uma matriz complexa que contém etanol, acucares, antocianinas, taninos,
fendis, e outras substancias organicas. A aspiracdo direta de vinho em FAAS, por
exemplo, pode provocar oscilagbes na chama e acumulo de depésitos sélidos sobre
a cabeca do queimador [120]. Assim, a determinagdo de metais em vinhos requer
freqientemente uma etapa de preparacdo das amostras quando esta técnica é

empregada para a determinagéao.
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CAPITULO 4
A ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA

5.1 INTRODUCAO

Dentre as técnicas instrumentais empregadas para a andlise elementar
inorganica, as técnicas de Absorcao Atémica (AA) sdo as mais utilizadas para a
determinacao de uma gama de elementos numa diversidade de matrizes bioldgicas,
ambientais, geoldgicas e de alimentos, sendo consideradas técnicas analiticas bem
sucedidas [123,124].

O principio destas técnicas se baseia no fenébmeno de absorcéo de energia
radiante por atomos livres no estado gasoso [123,125,126]. A etapa de atomizacao,
isto €, a conversdo do analito em atomos livres no estado gasoso, € considerada
como o mais importante processo na analise por AAS [126]. Diferentes tipos de
atomizadores tém sido empregados para este propdsito, sendo os mais utilizados a
chama, na espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FAAS); e o tubo de
grafite, na espectrometria de absorcdo atdmica com atomizagao eletrotérmica (ET
AAS) [123,125,126].

A técnica de chama é a mais antiga dentre as técnicas de AAS, tendo seu
desenvolvimento em 1955, por Sir Allan Wash, e sua disponibilizagdo comercial a
partir de 1962 [126,127]. Desde entao, a FAAS tornou-se uma técnica analitica bem
estabelecida que pode ser aplicada para a determinacdo de 68 elementos numa
variedade de matrizes. Devido as suas vantagens, as quais incluem relativa
simplicidade de operagao e custos operacional e instrumental relativamente baixos,
esta técnica tornou-se popular e adequada para analises de rotina, estando presente
na maioria dos laboratérios que lidam com a anadlise elementar inorganica [127].

No entanto, técnicas de AAS apresentam algumas desvantagens, como o fato
de serem consideradas e usadas como técnicas monoelementares. Neste contexto,
algumas propostas tém sido estabelecidas no sentido de desenvolver a AAS como
técnica multielementar para a determinagcdo sequencial ou simultanea
[123,124,127,128]. Abordagens incluindo sistemas de modo de sequéncia rapida e

fonte continua de alta resolucao sao algumas destas propostas.
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5.2 ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA SEQUENCIAL

Em sistemas de FAAS convencional, a determinacao é efetuada pela medida
do sinal de um elemento por vez para todas as amostras e padrdes. Esse processo
€ repetido para todos os elementos até que a sequéncia da analise esteja completa.
Entdo, para cada elemento, novas condicdes devem ser ajustadas o que acaba
diminui a freqiiéncia analitica da técnica.

Usando o modo de sequéncia rapida, a determinacéao é realizada pela medida
sequencial do sinal de todos os elementos sem que a solugdo da amostra ou padrao
seja retirada do sistema de aspiracdo. Pela medida de todos os elementos em uma
Unica solugao antes de proceder para a subseqlente solucdo, o tempo de demora e
o tempo total da analise sao reduzidos. Como consequéncia, a frequéncia analitica é
aumentada, sendo possivel alcancar ou até mesmo superar a freqtiéncia analitica de
um ICP OES sequencial [127].

O sistema de FS-FAAS baseia-se em um programa que permite alterar as
condigcbes de operacdo do equipamento entre as medidas, sdo elas: selecédo e
corrente da lampada, abertura da fenda do monocromador, posicao da rede de
difracdo, vazao dos gases e altura da fenda do monocromador. O programa altera
as condi¢cdes para cada elemento em um curto intervalo de tempo, cerca de 2 s, até
completar a seqiéncia. As medidas ocorrem em ordem decrescente dos
comprimentos de onda dos elementos a serem medidos [23]. A Figura 4 mostra a
configuracdo Optica de um espectrbmetro de absorcdo atbmica em chama

sequencial.

Detector
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Figura 4. Diagrama esquematico da configuragdo optica de um equipamento de FS-FAAS
(Adaptado de: DA SILVA, 2006).
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Quatro importantes parametros instrumentais sao pré-requisitos essenciais

para se atingir sucesso na operacao de sequéncia rapida [127]:

» Todas as lampadas de catodo oco devem ser operadas simultaneamente no
modo sequencial rapido;

» Lampadas devem estar localizadas em posi¢cdes fixas, que nao requerem re-
alinhamento. Selecao de lampadas individuais deve ser realizada usando um
espelho focalizador motorizado, que é movido apenas alguns graus para focar
o feixe de luz direcionado ao sistema 6tico do espectrometro;

= Monocromador de alta velocidade (velocidade de rotagdo de 2000 nm min™),
assegurando minimo atraso na mudanca de comprimento de onda para cada
elemento a ser determinado, e;

» Vazdo dos gases controlada eletronicamente a partir de um software
programavel de controle de gas, que € capaz de ajustar o fluxo de gas
necessario em menos de um segundo. Esse controle do gas consiste de uma

valvula solendide, que opera em 33 Hz.
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5.3 ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA DE FONTE CONTINUA E ALTA
RESOLUCAO

A espectrometria de absorcao atbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua
(HR-CS AAS) constitui a nova geracdo da AAS, apresentando uma série de
vantagens em comparagao com a AAS convencional. A configuragdo basica de um
equipamento de HR-CS AAS, utilizado atualmente, consiste de uma lampada de
arco curto de xendnio de alta intensidade de emissao, um duplo monocromador
echelle (DEMON) com um poder de resolugao de MAA = 140.000 e um detector com
arranjo linear com dispositivo de carga acoplada (CCD) com uma resolugao de cerca
de 2 pm por pixel na faixa do UV distante. A Figura 1 apresenta um arranjo

esquematico de um HR-CS AAS, com a configuracao utilizada atualmente [129,130].

Figura 5. Representacdo esquematica de um HR-CS AAS. (1) lampada de arco curto de
xenénio; (2) lampada de nebnio; (3) espelhos elipsoidais; (4) atomizador; (5) fenda de
entrada do monocromador; (6) espelhos parabdlicos; (7) prisma em arranjo Littrow; (8)
espelhos de deflexdo e fenda intermediaria; (9) rede echelle; (10) detector CCD (Fonte:
WELZ, 2005).

A lampada de arco curto de xenbnio (1) de alta pressao (17 bar quando fria)

opera em modo hot spot, que é caracterizado pelo aparecimento de um plasma

extremamente pequeno préximo ao catodo, e emite radiagdo numa faixa continua de
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190 a 900 nm. A lampada € operada a uma poténcia de 300 W e € constituida por
dois eletrodos com uma distancia de 1 mm entre eles [129].

A radiacao da CS é focada através do atomizador para a fenda de entrada do
espectrébmetro usando dois espelhos elipsoidais (3) e é, entdo, dirigida ao
monocromador duplo de alta resolu¢cdo (DEMON), onde incidira em um prisma (7) e
em uma rede de difragcdo echelle (9) em arranjo Littrow. O prisma é usado para a
pré-dispersao da radiagao incidente e uma fenda intermediaria (8) separa a faixa
espectral de interesse que entra no segundo monocromador, uma rede de difracdo
echelle, que fornece a alta resolucdo de aproximadamente 2 pm por pixel no
ultravioleta. Desta forma, o comprimento de onda de interesse é selecionado pela
rotacdo do prisma e da rede de difracao para posicoes pré-ajustadas, através de
motores de passo sobre os quais estes componentes estdo fixados. A estabilizagao
do comprimento de onda é realizada por uma lampada de nebnio (2) cujo feixe esta
posicionado em frente a fenda intermediaria [129,130].

A radiacao, altamente resolvida, atinge o detector que é constituido por um
arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD) (10) com 512 pixels, 200 dos
quais sao utilizados com propdésitos analiticos. Todos os 200 pixels sao iluminados e
lidos simultaneamente e a intensidade de radiacdo é convertida em absorvancia
para cada pixel individualmente. Isto significa que todo ambiente espectral a £ 200
pm em torno da linha analitica na regido do ultravioleta e até + 500 pm na regiao
visivel torna-se “visivel”, fornecendo uma série de informacdes indisponiveis em
instrumentos convencionais de AAS. Enquanto que em espectrometria de absor¢ao
atdmica de fonte de linha (LS AAS) s6 a absorvancia (com chama como atomizador)
ou absorbancia versus tempo (com atomizador eletrotérmico) é medida, o detector
com arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD - empregado no HR-CS
AAS) acrescenta o comprimento de onda como terceira dimenséo [129,130].

A intensidade de radiacédo da CS é cerca de duas ordens de grandeza maior
do que a intensidade de uma lampada de catodo oco. Como em AAS o ruido é
inversamente proporcional a raiz quadrada da intensidade de radiagdo, uma melhora
na intensidade da radiagdo emitida resulta em uma correspondente melhora na
precisdo e no limite de deteccdo. Como a CS tem a mesma intensidade de emissao
em toda a faixa espectral de interesse, linhas secundarias podem ser utilizadas sem
compromissos ou perdas de precisao.
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Uma importante caracteristica do software € a correcao automatica para todos
0s eventos que sado continuos em relacdo a faixa espectral observada, isto €,
eventos que influenciam similarmente todos os pixels do detector. Embora todos os
pixels sejam iluminados pela mesma fonte de radiagdo e “lidos” simultaneamente,
apenas alguns deles serao utilizados para medir a absor¢do atdmica. Com isto, os
outros pixels podem ser utilizados para corrigir variacdes na intensidade de emissao
da CS bem como absor¢cédo continua de fundo. Uma vez que todos os pixels sdo
iluminados e “lidos” simultaneamente, mesmo as mudangcas mais rapidas na
intensidade de emissao serao perfeitamente corrigidas [129,130]. Esta caracteristica
do software possibilita a andlise direta de amostras que envolvem emissao de altos
fundos (background) [131- 134].

O software também possibilita a correcado de qualquer absorcdo molecular
com estrutura rotacional fina (como as causadas por NO, por exemplo), mesmo se
houver uma sobreposicdo espectral e temporal com o sinal do analito. A correcéao
deste tipo de fundo é feita pela subtracdo de um espectro de referéncia utilizando
um algoritmo dos minimos quadrados [129,135,136].

Como o equipamento utiliza uma fonte continua e um monocromador duplo
com uma rede echelle, é possivel chegar a qualquer linha dentro de um periodo de
tempo muito curto, bem inferior a 1 s. Esse recurso permite que o modo sequencial
rapido seja executado para determinagdes multielementares sequienciais, com a
grande vantagem de que as condicdoes da chama e da altura do queimador também
podem ser otimizadas sob o controle do computador para cada elemento [129].
Embora os espectrémetros disponiveis para HR-CS AAS ndo sejam designados
para determinagcdes multielementares simultdneas, o uso de 200 pixels
independentes para a deteccdo e uma fonte de radiagdo continua de alta
intensidade torna possivel a determinagdo simultdnea de dois ou mais elementos,
desde que estes elementos possuam linhas de absorcdo dentro da faixa espectral
compreendida pelo detector [137,138].

Uma importante aplicacdo da HR-CS AAS inclui também a possibilidade da
determinacdo de elementos quimicos ndo-metais, tais como fésforo [139], bromo
[140], iodo [141] e enxofre [142].

51



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver métodos analiticos
simples, rapidos e confiaveis baseados na aplicacdo de estratégias alternativas de
preparo de amostras para a determinacdo de metais em alimentos por
espectrometria de absorcao atdmica com chama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um método analitico baseado na aplicacdo da amostragem de
suspensao como estratégia alternativa para o preparo de amostras de iogurte
visando a determinacéao de zinco por HR-CS FAAS;

Desenvolver um método analitico baseado na aplicacdo da foto-oxidagdo UV
como estratégia alternativa para o preparo de amostras de vinho para a
determinacao de ferro e manganés por FS FAAS;

Aplicar os métodos desenvolvidos na analise de amostras reais.
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CAPITULO 5
USO DA AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO PARA DETERMINACAO DE ZINCO
EM IOGURTE POR HR-CS FAAS

6.1 PARTE EXPERIMENTAL
6.1.1 Instrumentacao

Um espectrometro de absorcao atdmica com chama de fonte continua e alta
resolugdo Analytik Jena Modelo ContrAA 300 (GLE, Berlim, Alemanha), equipado
com uma lampada de xendnio de arco curto XBO 301 com uma poténcia nominal de
300 W em funcionamento no modo hot-spot como uma fonte de radiagéo continua,
foi utilizado para a analise (Figura 5). Uma chama ar-acetileno foi utilizada para a
atomizacdo de zinco. Todas as medidas de absorvancia foram realizadas em
triplicata para solucées de brancos, solucdes analiticas e amostras usando a linha
principal do zinco (213,857 nm). A vazao de aspiracdo foi mantida em 5,0 mL min” e
o equipamento foi utilizado sob condigdes otimizadas, as quais foram obtidas a partir
da opcao Automatic optimization disponivel no software do HR-CS FAAS (Tabela 1).

Figura 6. Espectrémetro de absorg¢do atébmica com chama de fonte continua e alta
resolucao (HR-CS FAAS).
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Tabela 1. Condicées operacionais do HR-CS FAAS.

Parametro Condicao
Vazdo de ar-C,H, (L min™) 50,0
Altura do queimador (mm) 6,0

Um banho ultrassénico VWR modelo 75 D (Cortland, New York, USA) foi
utilizado para o preparo das suspensdes.

Um bloco digestor de aluminio Tecnal modelo TE-040/25 (Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil) foi utilizado para a digestdo das amostras.

Uma centrifuga Eppendorf modelo 5804 foi usada para a centrifugagdo das

suspensoes.
6.1.2 Amostras, reagentes e solucoes

Todos os reagentes foram de grau analitico. Agua ultrapura utilizada no
preparo das solucdes foi obtida de um sistema EASY pure RF (Barnstedt, Dubuque,
IA, USA). Acidos nitrico, cloridrico e férmico foram de qualidade Suprapur (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Toda vidraria foi mantida durante a noite em solugcédo de
acido nitrico 10% (v/v) para descontaminacdo. Antes do uso, a vidraria foi
enxaguada com agua deionizada e seca em um ambiente livre de poeira.

Solugao estoque de zinco de 25,0 ug mL™ foi preparada a partir da diluicio de
uma solucgdo de zinco de 1000 ug mL™" (Merck) com uma solugéo de &cido cloridrico
1% (V/V).

Solugdes de calibracdo foram preparadas a partir da solucdo estoque de
zinco de 25,0 ug mL™ pela apropriada diluicdo com solucdo de acido cloridrico 2,0
mol L.

O material de referéncia certificado utilizado para a confirmagéao da exatidao
foi o0 SRM 1549 de leite em pd desnatado da NIST (National Institute of Standard
and Technology, NIST, Gaithersburg, MD, USA).

As amostras de iogurte investigadas neste trabalho foram de marcas
localmente disponiveis, coletadas em supermercados da Cidade de Salvador, Bahia,
Brasil.
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6.1.3 Preparo das amostras
6.1.3.1 Preparacao das suspensoes

Uma massa de 1,0 g de amostra de iogurte foi diretamente pesada em baléao
volumétrico de 25 ml e diluida com solugdo de &cido cloridrico 2,0 mol L. Em
seguida, as suspensodes foram colocadas em um banho ultra-sénico por 20 min e,
depois, foram diretamente aspiradas através do nebulizador para determinacao de
zinco por HR-CS FAAS. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

6.1.3.2 Digestao das amostras de iogurte

Uma massa de 1,0 g de amostra de iogurte foi diretamente pesada em um
tubo de digestao e volumes de 5,0 mL de acido nitrico concentrado e 4,0 mL de
peréxido de hidrogénio 30% (v/v) foram adicionados. A mistura foi aquecida em
bloco digestor e evaporada até quase secura. Depois, a solucao residual foi
transferida para um baldo de 25 ml e diluida com solucédo de &acido cloridrico 1%
(V/V).

6.1.4 Curvas analiticas

A técnica de calibracdo externa foi utilizada para a quantificacao zinco e as
curvas analiticas foram estabelecidas usando padrdes aquosos. As solucbes dos
padrdes foram preparadas a partir de diluicbes adequadas de uma solucao estoque
de zinco de 25,0 ug mL™ com uma solugéo de acido cloridrico 2,0 mol L™ para um
volume final de 25 mL, resultando em solu¢des com concentragdes finais na faixa de

0,05 a 0,5 pg mL™" de zinco.
6.1.5 Otimizacao

A otimizacao das condicdes experimentais para o preparo das suspensodes foi
realizada utilizando a metodologia univariada, com o estudo das seguintes variaveis:
natureza e concentracao do acido, tempo de sonicacdo e massa de amostra. Todos

os experimentos foram realizados utilizando um volume de suspenséo de 25 mL.
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6.1.6 Correcao de fundo por minimos quadrados

Na etapa de otimizacdo e na andlise de amostras de iogurte digeridas, a

interferéncia espectral causada por bandas de absorcdo molecular de NO, devido ao

uso de &cido nitrico, foi corrigida pelo software do equipamento. (Figura 6). A

correcao foi feita a partir da subtracdo de um espectro de referéncia de uma solucao
de acido nitrico de 1,0 mol L™ utilizando o algoritmo dos minimos quadrados.
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Figura 7. Corregcao da interferéncia espectral causada por bandas de absorcdao molecular de

NO por algoritmo dos minimos quadrados. Espectros bidimensionais (1): (a) sem corregdo e
(b) apds correcdo. Espectros tridimensionais (2): (a) sem correcdo e (b) apds corregéo.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Otimizacao das condicoes experimentais

As variaveis estudadas e seus respectivos intervalos sdo apresentados na
Tabela 2. O tipo de acido empregado para o preparo das suspensdes também foi
estudado, sendo selecionados os acidos nitrico, cloridrico e formico. A escolha
destas variaveis, bem como seus respectivos intervalos, foi fundamentada em
trabalhos encontrados na literatura [10,143,144], bem como na experiéncia do nosso

grupo com trabalhos anteriormente desenvolvidos [20-22,40,43].

Tabela 2. Variaveis estudadas e seus respectivos intervalos.

Variavel Intervalo

Concentragéo do 4cido (mol L) 0,5-3,0
Tempo de sonicagao (min) 0-40

Massa da amostra (g) 0,25-2,0

6.2.1.1 Tipo e concentracao do acido

Acidos nitrico, cloridrico e férmico foram investigados como meio diluente
para o preparo das suspensdes no intervalo de concentragdo de 0,5 a 3,0 mol L™.
Este estudo foi realizado na condi¢cao experimental de massa da amostrade 1,0 g e

tempo de sonicacao de 20 min.

0,08 -

0,06 | W

—e— Acido formico

©
) i
S —a— Acido cloridrico
= 0,04 - ;
2 —a— Acido nitrico
QO
<C
0,02 -
0,00 T T T T T T 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentragao do acido (mol L)

Figura 8. Estudo do tipo e concentragdo do acido.
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Os resultados demonstraram que nao ha diferencas nos sinais analiticos para
0s acidos estudados e uma sensibilidade maxima foi obtida a uma concentracao de
0,5 mol L™, que se manteve constante até 3,0 mol L™ (Figura 7). No entanto, foi
observado que suspensdes preparadas com concentracdes de acido inferior a 2,0
mol L-1 causaram ocasional bloqueio no sistema de nebulizacao do aparelho. Entéo,
acido cloridrico na concentragdo de 2,0 mol L foi estabelecido como meio diluente
para a preparacio das suspensdes. Acido cloridrico foi escolhido por este ser o mais
adequado para o preparo de solugcbes para a determinacdo de metais por FAAS,
pois 0 uso de acidos oxigenados favorece a formacao de 6xidos metalicos de dificil

dissociacao na chama.
6.2.1.2 Tempo de sonicac¢ao

O efeito do tempo de sonicagcdo sobre a preparacdo das suspensoes é

mostrado na Figura 8.
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Figura 9. Efeito do tempo de sonicagdo no sinal analitico.

Os resultados demonstraram que nao ha influéncia dessa variavel no sinal
analitico obtido. No entanto, foi observado que suspensdes preparadas com tempos
de sonicacao menores do que 20 min também provocaram problemas de obstrucéo
no sistema de nebulizacdo. Provavelmente, tempos de sonicacao inferiores a 20 min
nao sao suficientes para desagregar os aglomerados presentes na suspensdo de
iogurte. Assim, um tempo de sonicacdo de 20 min foi estabelecido para a

preparacao das suspensoes.
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6.2.1.3 Massa da amostra

A relacao entre a massa da amostra e a absorvancia obtida é apresentada na
Figura 9.
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Figura 10. Relagcéo entre a massa da amostra e o sinal analitico.

Os resultados mostraram que as suspensdes podem ser preparadas sem
problemas de obstrucdo no nebulizador, se uma massa de amostra de até 1,5 g é
utilizada. Nesta faixa, o sinal analitico foi linearmente proporcional obtendo-se um
coeficiente de correlagdo r = 0,9996. Para uma massa de amostra igual a 2,0 g
percebe-se uma significativa perda na linearidade, uma vez que o coeficiente de
correlacdo foi de 0,9969. Isso se deve aos problemas ocasionados pelo uso de
suspensdes mais concentradas, como o comprometimento da eficiéncia do
transporte. Desta forma, uma massa de amostra de 1,0 g foi estabelecida para o

preparo das suspensoes.

6.2.2 Calibracao

A calibracdo do método foi avaliada através da comparagédo das inclinagdes
das inclinacdes de curvas obtidas com padrdées aquosos € com adicdo de analito em
cinco amostras de iogurte. Os resultados mostraram boa similaridade entre as
inclinacdes das curvas, todas com coeficientes de correlagéo superior a 0,999, como
pode ser visto na Tabela 3. Isto demonstra que zinco em suspensdes de iogurte
pode ser quantificado a partir da técnica de calibragdo externa usando padrdes

aquosos.
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Tabela 3. Equacgdes de regressao linear das curvas analiticas.

Sistema Equacoes de regressao linear

Meio aquoso  Abs = (0,3168+0,0125)Cz, + (0,0040+0,0038) r = (0,9995+0,0052)

Amostrai  Abs = (0,2921£0,0144)C,_+ (0,0724£0,0043) r = (0,9992+0,0060)
Amostra2  Abs = (0,2961%0,0181)C, + (0,0686+0,0050) r = (0,9991%0,0070)
Amostra3  Abs = (0,305820,0166)C,_ + (0,0371%0,0050) r = (0,9991%0,0069)
Amostra 4  Abs = (0,3034%0,0099)C, + (0,04500,0030) r = (0,9997+0,0041)

Amostra 5 Abs = (0,303810,0123)C, + (0,0384+0,0037) r = (0,9995+0,0051)

6.2.3 Validacao do método
6.2.3.1 Limites de deteccao e quantificacao

O limite de deteccao (LD) pode ser definido como a menor concentracao de
analito que pode ser detectada, com determinada certeza estatistica. De acordo com
as recomendac6es da IUPAC [145], o LD é determinado como sendo a razdo entre o
desvio padrédo do sinal analitico de dez medidas do branco, multiplicado por um fator

de trés, e a inclinagdo obtida da curva analitica, como expresso na Equagéo 21.
LD =3 x Sp/b Equacao 21

O limite de quantificagdo (LQ) pode ser definido como a menor concentragéo
de analito que pode ser quantificada, com determinada certeza estatistica. De
acordo com as recomendagdes da IUPAC [145], o LQ é calculado como a razao
entre o desvio padrao do sinal analitico de dez medidas do branco (Sp), multiplicado
por um fator de dez, e a inclinacédo obtida da curva analitica (b), como mostrado na

Equacao 22.
LQ =10 x Sp/b Equacao 22
Dessa forma, o LD e o LQ calculados para o zinco, a partir de dez medidas do

branco, foram de 0,10 e 0,32 ug g, respectivamente.
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6.2.3.3 Aplicabilidade do método

A faixa dindmica de trabalho (extensdo de aplicabilidade) para um
determinado método analitico € a regido da curva entre a menor concentracao que
pode ser medida (LQ) até onde a curva desvia-se da linearidade inicial (Limite de
Linearidade, LL) [125]. Em métodos analiticos baseados na amostragem de
suspensao a faixa de trabalho € limitada pela linearidade da curva de massa (Figura
9), pois, para amostras contendo uma baixa concentragdo de analito, uma
alternativa € aumentar a massa desta amostra na suspensao, fato que dependera da
faixa de linearidade da curva de massa, sendo que esta ndo deve ser ultrapassada
devido a problemas no sistema de nebulizacado [23]. Para este estudo, o valor da
massa utilizada para o preparo das suspensoes esta limitado em 1,5 g de amostra.

6.2.3.4 Precisao

A precisdo € um parametro que reflete o grau de concordancia entre
resultados de ensaios independentes obtidos sob condi¢des definidas. Usualmente,
a precisdo € expressa em termos de desvio padrdo relativo (RSD) [145], o qual é
calculado a partir da razédo entre o desvio padrao das medidas (Sn) e a média das

medidas (Xm), sendo expresso em porcentagem (Equacao 23):
RSD% = (Si/Xm) x 100 Equacao 23

Como é um parametro que geralmente varia com a concentracao do analito, é
conveniente a sua determinacgao para diferentes concentracdes do analito [145].

Deste modo, a precisdo expressa como desvio padrdo relativo (RSD),
calculado a partir de dez medidas consecutivas de suspensoées, foi de 0,82 e 2,08%
para suspensdes preparadas a partir de duas amostras de iogurte com as
concentragdes de zinco de 4,85 ug g e 2,49 ug g, respectivamente.

6.2.3.5 Exatidao

A exatiddo é um parametro que expressa o grau de concordancia entre o
resultado experimental obtido e o valor aceito como referéncia da propriedade
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medida. A exatiddo de um método analitico € geralmente avaliada por um dos
seguintes procedimentos: analise de material certificado (CRM), aplicacdo de um
método de reconhecida exatidao e teste de adicao e recuperacao [145].

Neste trabalho, a exatiddo do método foi avaliada através da analise de
material de referéncia certificado NIST SRM 1549 de leite em p6 desnatado, o qual
possui valor certificado de 46,1 + 2,2 pg g de zinco. Aplicando o método proposto
foi encontrada uma concentracdo de zinco de 44,9 + 0,8 ug g ', a qual estd em
concordancia com o valor certificado. O CRM foi preparado do mesmo modo como
as suspensoes de iogurte utilizando um valor de massa de 0,1 g.

Além disso, foi também realizada a comparacao de resultados entre 0 método
proposto e um método de reconhecida exatiddo. O método proposto foi aplicado
para determinacdo de zinco em sete amostras de iogurte adquiridas em
supermercados da Cidade de Salvador, Bahia, Brasil. As amostras também foram
analisadas ap6s digestao usando acido nitrico concentrado e perdxido de hidrogénio
30% (v/v), e zinco determinado por HR-CS FAAS. Todos os resultados, expressos

como intervalo de confiancga (ao nivel de 95%), sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinagdo de zinco usando amostragem de suspenséao e digestao acida.

Concentracio (ug g”)

Amostra, N° Sabor Classe

Suspensao Digestao
1 Natural Integral 4,85+0,33  4,82+0,06
2 Natural Parcialmente desnatado 4,66+0,07 4,70+0,12
3 Frutas vermelhas  Parcialmente desnatado 2,49+0,11 2,44+0,08
4 Péssego Parcialmente desnatado 2,86+0,07 2,95+0,11
5 Mel Integral 3,44+0,31 3,36+0,29
6 Maracuja Desnatado 2,1910,08 2,1210,27
7 Morango Integral 3,02+0,23 3,08+0,17

O teor de zinco encontrado nestas amostras variou de 2,19 a 4,85 ug g.

Estes resultados estdo em concordancia com dados reportados na literatura [95,97].
Aplicando teste-t pareado ao nivel de confianca de 95% nao houve diferenca
estatistica entre os valores obtidos pelo método de suspensdo e aqueles obtidos
apos a digestao acida.
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6.2.4 Eficiéncia de extracao do método

A eficiéncia de extracdo do método proposto foi avaliada sob as condigcdes
experimentais otimizadas para quatro amostras de iogurte. A eficiéncia (Ef) foi
calculada como a razéo entre os sinais de absorvancia obtidos para as suspensdes
(As) e os sinais de absorvancia obtidos para o sobrenadante das suspensdes apoés
centrifugacao (Ac), sendo expressa em porcentagem (Equacéao 24). Os resultados
obtidos para as quatro amostras de iogurte variaram na faixa de 96 a 103% (Tabela
5), demonstrando que o processo de extracdo do zinco € completo nas condi¢des
experimentais estabelecidas para o procedimento proposto.

Ef = (As/Ac) x 100 Equacao 24

Tabela 5. Valores de extracdo obtidos

para Zn em amostras de iogurte.

Amostra, N  Extracao (%)
101
103
100
96

AW N =
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CAPITULO 6
APLICACAO DA FOTO-OXIDACAO UV NA DECOMPOSICAO DE AMOSTRAS DE
VINHO PARA A DETERMINACAO DE FERRO E MANGANES POR FS-FAAS

7.1 PARTE EXPERIMENTAL
7.1.1 Instrumentacao
Para a foto-oxidagdo das amostras de vinho, um digestor UV construido em

laboratério, equipado com trés lampadas de vapor de mercurio de baixa pressao de
20 W de poténcia cada, foi utilizado (Figura 10).

Figura 11. Foto-digestor UV utilizado para a fotodegradagéo das amostras de vinho.

As medidas de absorcdo molecular foram realizadas utilizando um
espectrofotobmetro de absor¢cao molecular Varian modelo Cary 5E UV-Vis NIR.

Para a determinacdo de ferro e manganés, um espectrdmetro de absorgao
atbmica com chama Varian modelo SpetrAA 220F (Mulgrave, Victoria, Australia),
equipado com uma lampada de deutério como corretor de sinal de fundo e lampadas
de catodo oco, foi usado (Figura 11). As condicbes de operagdo do equipamento
foram as recomendadas pelo fabricante, como mostrado na Tabela 6.

64



Figura 12. Espectrémetro de absorgcao atémica com chama sequencial (FS-FAAS).

Um medidor de pH Digimed DM20 (Santo Amaro, Brasil) também foi utilizado.

A digestdo das amostras de vinho foi realizada em placa de aquecimento
QUIMIS Q 313/22 (Diadema, Sao Paulo, Brasil).

Vidrarias diversas também foram utilizadas.

Tabela 6. Pardmetros operacionais do FAAS.

Parametro Condicao

Corrente da lampada (mA) 5,0
248,3 para Fe e

Comprimento de onda (nm)
279,5 para Mn

Largura da fenda espectral (nm) 0,1

Vazao de acetileno (L min™) 2,0
Vazdo de ar (L min™) 13,5
Altura do queimador (mm) 13,5
Vaz&o de aspiragdo (mL min™) 5,0

7.1.2 Amostras, reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua ultrapura
utilizada no preparo das solucdes foi obtida de um sistema EASY pure RF
(Barnstedt, Dubuque, IA, USA). O acido nitrico usado foi de qualidade Suprapur
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Toda vidraria foi mantida durante a noite em solugéo
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de acido nitrico 10% (v/v) para descontaminacédo. Antes de utilizar, a vidraria foi
enxaguada com agua deionizada e seca em um ambiente livre de poeira.

Solugdo estoque multielementar de ferro e manganés de 50,0 yg mL™" foi
preparada a partir da diluicido adequada de solucdes de ferro e manganés de 1000
ug mL" (Merck) com uma solugédo de acido nitrico 1% (V/v).

Solugdes de calibracdo foram preparadas a partir da solucdo estoque
multielementar de ferro e manganés de 50,0 ug mL™" pela diluicdo adequada com
solugéo de acido nitrico 1% (v/v).

Solugdes de tampdo acetato (pH 5,0 e 6,0) foram preparadas pela
dissolucdo de 82,0 g de acetato de sdédio (Merck) em 1 L de agua ultrapura
e pH ajustado com acido acético.

Solugdes de tampao tris (pH 7,0, 8,0 e 9,0) foram preparadas pela dissolucao
de 121,0 g de tris-(hidroximetil)laminometano (Merck) em 1 L de agua ultrapura e pH
ajustado com &cido cloridrico.

Solugdo de tampao amoniacal (pH 10,0) foi preparada pela dissolugdao de
16,1 g de cloreto de ambnio (Merck) e 96,3 mL de solucao de hidréxido de ambnia
concentrada (Merck) em 1 L de agua ultrapura.

As amostras de vinho investigadas neste trabalho foram adquiridas em
supermercados da Cidade de Salvador, Bahia, Brasil.

7.1.3 Preparo das amostras
7.1.3.1 Digestao das amostras de vinho por foto-oxidacao

Um volume de 5,0 mL de vinho foi introduzido em uma placa de Petri, e 2,5
mL de peréxido de hidrogénio 30% (v/v) e 1,0 mL de solucdo de tampdo amoniacal
1,0 mol L' foram adicionados. Em seguida, as amostras foram submetidas a
irradiacdo UV por 30 min. Depois, as solugdes obtidas foram transferidas para um
baldo volumétrico de 10 mL e avolumadas com solucdo de &cido nitrico 3,0 mol L™.
Todas as amostras foram analisadas em triplicata e solugdes de branco foram
preparadas do mesmo modo que as amostras.
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7.1.3.2 Digestao acida das amostras de vinho

Um volume de 5,0 mL de vinho foi introduzido em um erlenmeyer de 125 mL e
2,0 mL de acido nitrico concentrado e 2,0 mL de peréxido de hidrogénio 30% (v/v)
foram adicionados. A mistura foi aquecida e evaporada a quase secura numa placa
de aquecimento, apds o qual a solucao residual foi dissolvida em agua ultrapura,
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e avolumada com solucao de &cido
nitrico 1% (v/v). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

7.1.4 Curva analitica

A calibracdo do método foi estabelecida mediante o emprego de curva
convencional utilizando padrdées aquosos. As solugdes dos padrdes foram
preparadas pela diluicdo adequada da solucao estoque multielementar de ferro e
manganés de 50,0 pg mL™ em &cido nitrico 1% (v/v) para um volume final de 10 mL,
resultando em solugdes de concentracdes finais na faixa de 0,5 a 3,0 ug mL™" para

ferro e manganés.
7.1.5 Otimizacao

As condicbes experimentais para a foto-oxidacdo das amostras de vinho
foram otimizadas utilizando a metodologia univariada, envolvendo o estudo das
seguintes variaveis: pH e concentracdo da solucdo tampao, volume de perdxido de
hidrogénio e tempo de foto-oxidacdo. A degradacdo da amostra foi monitorada
medindo-se a absorvancia da solucdo resultante no comprimento de onda de
maxima absor¢do do vinho em 530 nm (Figura 12). Todos os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando 5,0 mL de uma amostra de vinho tinto.
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Figura 13. Espectro obtido de uma solugdo de vinho tinto diluido com agua ultrapura (1:1).
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7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Determinacao das condicoes experimentais para a foto-oxidacao das

amostras de vinho

As variaveis estudadas e 0s seus respectivos intervalos sdo apresentados na
Tabela 7. Estas variaveis, bem como seus respectivos intervalos, foram
selecionadas com base em dados encontrados na literatura [49,76] e em

experimentos previamente realizados.

Tabela 7. Variaveis estudadas e seus respectivos intervalos.

Variavel Intervalo
Volume de peréxido (mL) 0,5-25
pH 5,0-10,0
Concentracéo do tampao (mol L) 0,04 -0,20
Tempo de irradiagdo (min) 15-90

7.2.1.1 Volume de peroxido de hidrogénio

A influéncia do volume de peréxido de hidrogénio utilizado para a foto-
oxidacao da amostra é apresentada na Figura 13. Este estudo foi realizado em pH

7,0, tempo de irradiagao de 60 min e concentragéo do tampao de 0,05 mol L.

Absorvancia
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Figura 14. Efeito do volume de perdxido de hidrogénio na degradag¢do do vinho.
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Obviamente, a degradacao aumenta com o aumento do volume de oxidante.
Este resultado esta de acordo com dados da literatura, que relatam que um aumento
da quantidade de perdoxido de hidrogénio pode aumentar a degradacao de
compostos organicos presentes no vinho [76]. A interagcdo da radiacdo UV com
peréxido de hidrogénio promove a formacdo de radicais OH’, os quais aceleram a
decomposicdo dos componentes organicos presentes no vinho. Sendo assim, um
volume de 2,5 mL de peréxido de hidrogénio concentrado foi usado para todos os

experimentos seguintes.
7.2.1.2 O efeito do pH

O efeito do pH sobre o processo de oxidacdo é mostrado na Figura 14. As
condicOes estabelecidas no presente experimento foram volume de peréxido de 2,5

mL, tempo de irradiagdo de 60 min e a concentracdo do tampao de 0,11 mol L™.

1,0
0,8
0,6

0,4

Absorvancia

0,2

0,0

4 6 8 10 12
pH

Figura 15. Efeito do pH na degradagéao do vinho.

Observa-se que a maxima degradacao da amostra ocorre em pH 10,0.
Resultados semelhantes foram obtidos por Buldini [76], que observou que a
decomposicado dos acidos carboxilicos e outros acidos presentes em amostras de

vinho ocorre em pH 9,0.
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7.2.1.3 Concentracao do tampao

A concentragao da solucdo de tampéao utilizada para a degradagao do vinho
também foi testada e os resultados sdo mostrados na Figura 15. Este experimento
foi realizado nas condicoes de volume de peroxido de 2,5, pH 10,0 e tempo de

irradiacao de 60 min.
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Figura 16. Efeito da concentracdo de tampao na degradagao do vinho.
Percebe-se que uma maxima degradacao da amostra de vinho é obtida para
concentracdes de tampdo maiores do que 0,10 mol L, indicando que a acdo

tamponante no sistema passa a ser efetiva acima dessa concentracdo. Dessa forma,

uma concentragdo de 0,14 mol L foi escolhida para os experimentos seguintes.

7.2.1.4 Tempo de irradiacao

A influéncia do tempo de irradiacdo UV na degradacédo do vinho € mostrada

na Figura 16. Um tempo de 30 min de irradiagdo foi encontrado como suficiente.
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Figura 17. Efeito do tempo de irradiagdo na degradagao do vinho.
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Assim, as condicdes experimentais estabelecidas para o procedimento de
foto-oxidagdo sdo: uma solucao de tampao de pH 10,0 e concentracdo de 0,14 mol
L™, um volume de perdxido de hidrogénio de 2,5 mL e um tempo de irradiacdo de 30
min.

7.2.2 Calibracao

A sensibilidade do procedimento de foto-oxidagdo do vinho para a
determinacao de ferro e manganés por FAAS utilizando a técnica de adicdo de
analito foi avaliada mediante a comparagcdo com a inclinacdo encontrada para uma
curva convencional usando solucées de padrdes aquosos. Para ambos os analitos,
as inclinacdes das curvas analiticas obtidas pela técnica de adicdo de analito sao
bastante comparaveis com as inclinagcdes obtidas para as curvas empregando
padrées aquosos. Para ferro, a inclinagdo da curva com adicdo de analito foi de
(0,0870+0,0069) mL g™, sendo bastante comparavel com a inclinagdo obtida para
padrdes aquosos, (0,0863+0,0067) mL pug'. Para manganés, as inclinagcées também
foram similares, sendo de (0,1850+0,0125) mL ug" para padrées aquosos e de
(0,1823+0,0111) mL pg™' usando a técnica de adicdo de analito. Esses resultados
demonstram que a proposta de digestdo utilizando radiacao UV é eficiente para a
degradacao de amostras de vinho visando a determinacgéao de ferro e manganés por
FAAS, e que a quantificacdo destes metais pode ser feita usando padrées aquosos
para calibracao.

7.2.3 Validacao do método
7.2.3.1 Limites de deteccao e quantificacao do método

Limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados de acordo com as
recomendagdes da IUPAC, sendo calculados a partir de dez medidas consecutivas
de solucdes de branco. Limites de deteccdo de 30 e 22 pg L™ foram obtidos para

ferro e manganés, respectivamente. Ja os limites de quantificagéo foram de 99 e 73

ug L™ para ferro e manganés, respectivamente.

72



7.2.3.2 Precisao do método

A precisao, expressa como desvio padrao relativo (RSD), foi de 2,8 e 0,65%
para o ferro e de 2,7 e 0,54% para o manganés, para concentracdes de 0,5 e 2,0 ug

mL", respectivamente.
7.2.3.3 Exatidao

Testes de adicédo e recuperacao foram realizados para avaliacao da exatidao,
uma vez que nenhum material de referéncia certificado apropriado esta disponivel
para vinho. As recuperacdes encontradas para seis amostras de vinho tinto foram de
90-111% e 95-107% para ferro e manganés, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de recuperacdo obtidos para ferro e
manganés aplicando o método proposto.

Recuperacao (%)

Amostra, N°
Ferro Manganés
1 109 100
2 111 102
3 101 98
4 94 95
5 107 107
6 90 96

A exatidao também foi avaliada mediante a comparagcao entre os resultados
obtidos pelo método proposto e um método de reconhecida exatiddao. O
procedimento de digestdo UV proposto foi aplicado para a determinacéao de ferro e
manganés em seis amostras de vinho tinto usando FAAS. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos apds digestdo acida e determinagdo usando
FAAS. Todos os resultados, expressos como intervalo de confianga (ao nivel de
95%), sdo mostrados na Tabela 9. A avaliacao estatistica dos resultados, utilizando
um teste t-pareado, demonstra que nao ha diferengas significativas entre os dois
procedimentos, considerando que o f calculado é de 0,15 e 0,68, para ferro e
manganés, respectivamente, enquanto que o t critico para ambos é de 2,57.
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Tabela 9. Determinacao de ferro e manganés em amostras de vinho (n = 3).

Concentracéo de Fe (ug mL™) Concentracdo de Mn (ug mL™)

Amostra
Digestao UV Digestao acida Digestao UV Digestao acida
1 1,58 £ 0,09 1,54 + 0,09 1,30+ 0,12 1,32+ 0,03
2 2,40 £ 0,03 2,33+ 0,06 1,89+£0,13 1,91 +£ 0,09
3 4,45+ 0,11 451+ 0,04 1,71+ 0,08 1,70+ 0,04
4 1,72+ 0,18 1,76 £ 0,06 1,80 £ 0,09 1,85+ 0,03
5 2,08 £ 0,05 2,03x0,12 1,91 £ 0,02 2,01 £0,08
6 2,77 £0,15 2,81+ 0,01 1,83+ 0,06 1,75+ 0,09
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CONCLUSOES

A aplicagdo da amostragem de suspensdo e da foto-oxidacdo UV como
procedimentos alternativos para a preparacdo de amostras levou ao
desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos e confidveis para a analise
de amostras de iogurte e vinho, respectivamente.

O uso da amostragem de suspensao possibilitou a determinacao de zinco em
amostras de iogurte por HR-CS FAAS pela introducao direta da amostra no sistema
de nebulizacdo sem necessidade de adaptacdes no equipamento. A utilizacdo de
uma solucdo acida relativamente diluida para o preparo das suspensdes tornou o
procedimento menos dispendioso, reduzindo o consumo de reagentes e ofereceu
menor risco ao operador. O emprego de banho ultrassdnico permitiu que o preparo
das suspensdes fosse realizado com a amostra dentro do préprio balao volumétrico,
minimizando riscos de contaminacao e perdas de analito. Por todos estes fatores, a
amostragem de suspensado proporcionou uma simplificacdo e reducdo bastante
significativa das operacoes envolvidas na etapa de pré-tratamento das amostras de
iogurte.

A foto-oxidacdo UV foi (til na degradagdo dos componentes organicos
presentes no vinho, eliminando possiveis interferéncias de matriz, possibilitando a
determinacao de ferro e manganés por FAAS. O método também apresentou
simplicidade, menor custo e ofereceu menor risco ao operador por utilizar reagentes
menos corrosivos. Além disso, foi possivel a determinagdo multielementar
sequencial dos analitos nas amostras de vinho gracas ao programa Fast-Sequencial
disponivel no equipamento.

A possibilidade do uso de padrdes aquosos para a calibracdo, em ambos 0s
métodos, proporcionou uma maior simplicidade aos procedimentos estabelecidos,
tornando-os apropriados para andlises de rotina.

Parametros analiticos adequados foram obtidos para ambos os métodos
durante o processo de validacdo, assegurando a confiabilidade dos resultados

analiticos, o que por sua vez é imprescindivel na analise de alimentos.
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