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RESUMO

O vinagre € um condimento de grande consumo na alimentacdo de humanos
em todo o mundo. Sabe-se que a composi¢cdo de vinagre inclui alguns &cidos
organicos que sao agentes complexantes para ions metalicos, entre os quais
chumbo, cadmio, mercurio e outros ions. Neste sentido, procedimentos analiticos
visando determinacdo desses elementos em vinagre sdo sempre oportunos. O
presente trabalho teve como objetivo, estabelecer estratégias analiticas visando a
determinacdo direta de chumbo, cadmio e mercurio em vinagre de alcool
empregando a espectrometria de absorcdo atbmica. Para a andlise de chumbo foi
utilizado ET AAS e a otimizacao das condi¢des instrumentais foram estabelecida por
metodologia univariada. Assim, os resultados obtidos para as temperaturas de
pirdlise e atomizacdo foram 800 °C e 2000 °C, respectivamente, utilizando aluminio
como modificador quimico, limite de deteccédo de 0,16 ug L, limite de quantificagéo
de 0,53 ug L-1, precisdo expressa como desvio padrao relativo 2,04% e massa
caracteristica de 26,4 pg. A exatiddo foi avaliada mediante testes de adi¢cdo e
recuperacado, os valores de recuperacdo encontrados variaram numa faixa de 90 a
110%. O meétodo foi aplicado na determinacdo de chumbo em treze amostras de
vinagre de alcool e as concentracdes encontradas variaram de 1,93 a 9,98 pg L.
Para o cadmio por ET AAS, foi aplicada uma nova fungédo de resposta mdltipla
visando avaliar de forma qualitativa e quantitativa os picos obtidos. Fatores como
temperatura de pirélise e atomizacdo, tempo de pirélise e massa de modificador
foram avaliadas na etapa de otimizacdo, onde foi estabelecida empregando-se
planejamento fatorial completo de dois niveis para o estudo preliminar dos fatores e
planejamento Box-Behnken concernentes a determinacdo das condicdes criticas.
Apds aplicacdo e determinacdo do planejamento, os valores otimizados
apresentaram temperatura de pirélise e atomizacao de 645 °C e 2000 °C, tempo de
pirélise 7s e massa de modificador 3ug. Nestas condi¢des, os limites de deteccéo e
quantificacdo obtidos foram de 4,2 ng L* e 14,0 ng L, respectivamente. A precisdo
em termos de desvio padréao relativo foi de 1,9% e a massa caracteristica de 1,2 pg.
A exatidao do método proposto foi avaliada através da comparacédo dos resultados
de concentracdo de cadmio obtidos pelo método direto com aqueles obtidos pelo
meétodo da digestdo acida e ndo foram observadas diferencas significativas entre os
dois métodos. O método foi aplicado na determinacdo de cAdmio em treze amostras
de vinagre de alcool e os teores encontrados as variam de 20,0 a 880,0 ng L1. Para
determinacdo de mercurio, foi utilizando planejamento fatorial completo de dois
niveis e planejamento Box-Behnken para otimizar as condicbes experimentais para
geracdo de vapor frio de mercurio e determinacdo empregando CV AAS,
considerando os fatores volume de tetrahidroborato de sodio, volume &lcool
isoamilico, concentracdo de tiouréia e tempo de sonicacdo, onde apresentaram
condi¢cbes otimas iguais a 42 mL min?, 400 u L%, 0,4% e 20 min, respectivamente.
Sob essas condicdes o método limites de detecgdo 1,4 ng L2, limite de quantificacéo
47,0 ng L' e desvio padrdo relativo 3,1%. As amostras de vinagre de alcool
apresentaram uma concentracéo de mercurio 58,0 a 798,0 ng L.
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ABSTRACT

Vinegar is a condiment large consumption in human’s feeding throughout the world.
It is known that the vinegar’s composition includes some organic acids which can act
as complexing agents for metal ions, including lead, cadmium, mercury and other
ions. Considering the above, analytical procedures aiming determination of these
elements in vinegar are always opportune. The present study aimed to establish
analytical strategies aiming at the direct determination of lead, cadmium, mercury in
alcohol vinegar employing the atomic absorption spectrometry. For the analysis of
lead was used ET AAS and optimization of instrumental conditions were established
by univariate methods. Thus, the results obtained for the pyrolysis e atomization
temperatures were 800 °C and 2000 °C, respectively, using aluminum as a chemical
modifier, detection limit of 0.16 mg L , quantification limit of 0.53 mg L -1, precision
expressed as relative standard deviation 2.04% and characteristic mass of 26.4 pg.
The precision was assessed by tests of addition and recovery, the recovery values
found ranged from 90 to 110%. This method was applied to the determination of lead
in thirteen samples alcohol vinegar and the concentrations found range from 1.93 to
9.98 g L-1. For cadmium by ET AAS, was applied a new function of multiple
response aiming to evaluate qualitatively and quantitatively the peaks obtained.
Factors such as pyrolysis e atomization time and pyrolysis mass modifier were
evaluated in the optimization step, which was established using full factorial design of
two levels for preliminary evaluation of factors and Box-Behnken design to
determination of critical conditions. After application and evaluating of planning,
optimized values presented pyrolysis e atomization temperature of 645 ° C and 2000
°C, pyrolysis’s time 7s and mass modifier 3ug. Under these conditions, the limits of
detection and quantification obtained were 4,2 ng L't and 14,0 ng L, respectively,
the precision in terms of relative standard deviation was 1.9% and 1.2 pg of
characteristic mass. The precision of the proposed method was evaluated by
comparing the results of cadmium concentration obtained by the direct method with
those obtained by the method of acid digestion and no significant differences were
observed between the two methods. The method was applied in the determination of
cadmium in thirteen samples alcohol vinegar and the levels found to range from 20,0
a 880,0 ng L. For determination of mercury was use full factorial design of two
levels and Box-Behnken design to optimize the experimental conditions to cold vapor
mercury generation and determination employing CV AAS, considering the factors
amount of sodium tetrahydroborate, amount isoamyl alcohol, thiourea’s concentration
and sonication time, where optimal conditions presented equal to 0.09 MPa, 400 u L -
'0.4% and 20 min, respectively. Under these conditions the limits of detection’s
method 1,4 ng L, quantification’s limit 47,0 ng L* and relative standard deviation
3.1%. The samples of alcohol vinegar exhibited a mercury’s concentration of from
58,0a798,0ng L.
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1. INTRODUCAO

A determinacdo de metais em alimentos apresenta suma importancia devido
a identificacdo de fontes de minerais, assim como permite verificar a presenca de
metais toxicos. Com isso, nos Udltimos anos, ha um crescente interesse na
determinacdo de varios elementos essenciais e ndo essenciais em alimentos. Os
nao essenciais trazem uma maior preocupac¢ao por conta da exposicao e distlrbios
causados por estes, levando-se a situacdes especiais de doencas (HAESE et al.,
1995).

Dentre as fontes de contaminacdo dos alimentos por estes metais, pode-se
destacar a poluicdo do solo devido a irrigacdo com aguas poluidas, material
particulado emitido por automoOvel e escapamentos industriais, pesticidas e
fertilizantes (TOKALIOGLU, 2012). Outras formas de contaminacdo podem ser
observadas devido a processos agricolas e manipulacdo (TUZEN et al., 2005).
Alimentos e derivados de plantas, que apresentam area folhosa relativamente
grande, a exemplo do espinafre, repolho, alface e outros com alto poder de
absorcdo, podem conter niveis elevados quando cultivados perto de fontes
contaminadas (OYMAK et al., 2009).

Diversos trabalhos tém sido reportados na literatura sobre determinagéao de
metais em alimento, principalmente os ndo essenciais, que mesmo em quantidades
vestigiais, sdo de dificil metabolizacdo pelo corpo humano e muito prejudiciais.
Assim, a determinacdo de metais em amostras de alimentos e ambientais € uma

guestao muito importante para a saude humana (MENDIL et al., 2013).

Entre os metais que causam disturbios ao organismo, podem ser citados. Os
seguintes: a) chumbo que ndo apresenta funcionalidade fisiol6gica e é considerado
o0 mais comum dos contaminantes (MOREIRA; MOREIRA 2004); b) o cadmio que
por sua vez possui efeito cancerigeno e a exposi¢cdo ocupacional esta associada
com o cancer de pulméo em seres humanos (WAALKES, 2000); ¢) o mercurio, que €
um elemento extremamente toxico mesmo em baixas concentracfes e possui

natureza acumulativa, além de ser de dificil eliminacdo do organismo, sendo que
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uma das maiores fontes de contaminacgéo € através da ingestdo de alimentos ( DA
SILVA, et al., 2013)

O vinagre possui um importante papel na produgéo de alimentos, devido ao
seu alto consumo e porque esta presente em uma grande quantidade de produtos
industrializados como molhos, ketchup, maionese, entre outros (BARTOWSKY;
HENSCHKE, 2008). A contaminacdo por metais pode ter origem enddgena ou
antrépica, devido ser a matéria-prima utilizada, ou devido aos procedimentos de
producdo (NDUNG’'U et al., 2004).

Em funcdo da baixa concentragdo desses metais nas amostras, a
determinacao deles mostra-se um trabalho ainda maior. Com isso € preciso usar
técnicas analiticas cada vez mais sensiveis. Assim, as técnicas espectroanaliticas se
destacam pela sua sensibilidade e capacidade de analises em nivel traco, como a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP MS), a
espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS), a espectrometria de absorcdo
atbmica com atomizacdo eletrotérmica (ET AAS) e a espectrometria de absorcdo
atdmica com geracdo de vapor frio (CV AAS). Essas técnicas agregam uma gama
de vantagens, como baixos limites de deteccdo e quantificacdo (ULUSQY et al.,
2013).

A determinacdo de metais traco, em certas ocasides, requer uma etapa de
pré-tratamento da amostra. Porém, esses processos sdo demorados e geralmente
requerem grandes quantidades de reagentes, que sdo caros, geram residuos
perigosos, e podem contaminar as amostras (KORN et al., 2008). Contudo, a analise
direta, mostra-se vantajosa em comparacdo com 0s métodos que requerem a
digestdo da amostra, diminuindo assim a perda de analitos volateis, reduzindo a

fonte de contaminacgéao e custos reduzidos (IVANENKO et al., 2012).

Os parametros instrumentais destas técnicas analiticas podem ser
otimizados de forma univariada, a partir da qual se estuda um fator de cada vez
fixando-se os outros, ou de forma multivariada, na qual todos os fatores séo
otimizados simultaneamente, o que possibilita assim analisar como cada fator se
comporta com a variacdo do outro e até mesmo as suas interacdes (FERREIRA et
al., 2007).
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Neste trabalho foram desenvolvidos métodos para determinacdo direta de
chumbo, cddmio e mercurio em amostras de vinagre de &lcool empregando a
espectrometria de absorcédo atbmica (AAS). Metodologia multivariada foi aplicada

na otimizacao das condi¢cdes experimentais dos métodos desenvolvidos.



2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

19

Determinar chumbo, cadmio e mercario em amostras de vinagre de alcool

empregando espectrometria de absorcédo atdbmica por determinacéao direta.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar metodologia de determinacdo direta para avaliar os teores de

chumbo, cadmio e mercurio em amostras de vinagre de alcool.

e Determinar de chumbo em amostras de vinagre de &lcool

por

espectrometria de absorcédo atdmica com atomizacao eletrotérmico (ET

AAS);

e Empregar planejamento fatorial completo e matriz Box-Behnken para

otimizar os parametros instrumentais para determinacédo de cadmio por

espectrometria de absorcdo atbmica com aquecimento eletrotérmico (ET

AAS);

e Utilizar planejamento fatorial completo e matriz Box-Behnken na

otimizacdo das condicbes de geracdao do vapor

para

determinacdo de mercario empregando espectrometria de absorcao

atomica de alta resolucdo com fonte continua e geracdo de vapor frio

(HR-CV AAS)
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.0 CHUMBO E SUA TOXICIDADE

O chumbo é encontrado de forma natural na superficie da terra de modo
bastante difundido. Suas principais fontes naturais incluem emissfes vulcanicas,
intemperismo geoquimico e emissdes provenientes do mar, embora devido a acao
antropogénica exista uma maior difusdo desse metal através da queima de
combustiveis e atividades industriais (QUITERIO et al., 2001).

Embora ndo apresente nenhuma funcionalidade fisiologica, o chumbo é
nocivo em concentragcdes extremamente baixas (MOREIRA; MOREIRA 2008).
Estudos em animais mostram que em baixas dosagens, o efeito do chumbo esta
diretamente relacionado a alteracfes funcionais devido a exposicdo desse metal
(CORY-SLECHTA et al., 1985).

Dentre os diversos problemas a saude do ser humano que o chumbo
promove, pode-se destacar uma associacdo a um enorme numero de alteracdes
fisiolégicas do sistema nervoso podendo levar a distarbios mentais (DIETRICH et al.,
2001). Altas concentracfes de chumbo sdo encontradas nos 0ssos. Porém, seus
efeitos ndo podem ser observados e pouco se sabe como ocorre a substituicdo do
chumbo pelo célcio (SERVICES, 2007). O chumbo pode causar também a
encefalopatia em criancas e adultos, anemia e eritropoiéticas na medula éssea
sendo rara a sua manifestacdo, problemas endocrinolégicos onde o chumbo
interfere na producdo de proteinas e absor¢cdo de vitaminas, efeitos sobre o
crescimento, problemas renais entre outros (MOREIRA; MOREIRA, 2004).

Nesse sentido, existe uma preocupagao em saber os teores desse metal em
alimentos. Assim, diversas técnicas analiticas sdo empregadas para determinacao

de chumbo.

Dessuy et al. (2012), desenvolveram um método simples para determinagéo
total de chumbo em copos de liga de estanho produzidos no Brasil empregando

espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua com
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continua (HR-GF AAS). A exatiddo do método foi avaliada através de testes de
adicdo e recuperacdo e também a partir da comparacédo dos resultados com aqueles

obtidos por ICP OES. Os teores de chumbo variaram em torno de 1 mg g.

LEMOS; FERREIRA, et al. (2001) propuseram um sistema on-line para preé-
concentracdo de chumbo, o qual foi baseado na adsor¢cado quimica de chumbo Il em
espuma de poliuretano impregnado com 2-(2-benzothiazolylazo)-2-p-cresol (BTAC).
As determinacdes foram feitas por espectrometria de absorcdo atbmica com chama
(FAAS). O método foi aplicado para a andlise de amostras de frutos do mar, como
camardo, ostra, peixe, caranguejo, entre outros. As concentracdes de chumbo nas

amostras variaram de 0,83 a 2,75 ug g*.

Lima et al. (2012) determinaram chumbo organico e total em amostras de
agua através de separacdo em fase solida com cartucho Sep-Pak C-18. Primeiro as
amostras passavam pelo cartucho, sendo o chumbo consecutivamente eluido com
metanol para separacdo e determinacdo do chumbo organico, em seguida

determinacao de chumbo total nas amostras de agua.

No trabalho de PORTUGAL et al. (2011) foi proposto um método para a
determinacdo de chumbo em antiacidos de aluminio e magnésio empregando ET
AAS para deteccdo e utilizando fosfato de aménio como modificador quimico. O
método foi aplicado para determinacdo de chumbo em cinco amostras de antiacidos

e o teor de chumbo variou entre 87 e 943 mg g*.

3.2.0 CADMIO E SUA TOXICIDADE

O cadmio pode ser encontrado naturalmente em rochas, petrdleo, carvao,
solo e agua, e também a partir de emissbes por atividade vulcanica (FRANCHI;
BALLARIN, 2013). Porém de forma escassa, a exposicdo nos humanos ocorre
geralmente através de duas fontes principais: a primeira é por via oral (por agua e
ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas), e a segunda por inalagdo. Os
fumantes sdo 0s mais expostos ao cadmio porque 0s cigarros contém este
elemento. Alguns 6rgéaos vitais sdo alvos da toxicidade do cadmio, em organismos

intensamente expostos, o cadmio ocasiona graves enfermidades (SILVIA, 2009).
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O cadmio é um contaminante inorganico com alto poder de fixacdo em
sistemas organicos e de dificil excrecdo. Pode ser encontrado ao logo de toda
cadeia biologica, sendo considerado um elemento potencialmente toxico, alem de
apresenta uma seérie de riscos a saude humana por acumular-se no figado, rins e
baco (SOUID et al., 2013).

Este elemento ndo possui essencialidade em nenhuma funcéo organica para
o ser humano e mesmo em baixas concentragcbes pode apresentar elevada
toxicidade levando efeitos adversos ao organismo como insuficiéncia renal e leséo
hepatica (MENA, et al., 2013), podendo também afetar o esqueleto (SATARUG,;
MOORE, 2004).

Logo, ha uma preocupacdo em quantificar os teores deste metal em
alimentos. Assim varias técnicas espectroanaliticas séo utilizadas para determinacdo

do cadmio.

OYMAK et al. (2009), aplicaram um método de co-precipitagdo de cadmio
usando uma combinacdo de 2-mercaptobenzotiazole (MBT) como um reagente de
quelacado e deteccdo por GF AAS. O método foi aplicado em diversas amostras de

alimentos e a concentragéo de cadmio apresentou um valor médio de 6,63 ng g.

SOLIDIFIED et al. (2011), empregaram um procedimento de microextracao
em fase liquida para determinar cadmio em amostras de agua. Neste método, FAAS
foi utilizado para as determinagcdes e os valores de recuperacdo encontrados para
cadmio foram de 94,5 a 101,5 %.

BORGES et al. (2011), aplicaram amostragem por suspencao para
determinar cddmio em amostras de fertilizantes utillizando HR-CS GF AAS, as
concentracdes de cadmio encontrada nas amostras estudadas variaram entre 0,07 a

55mg gt

DA SILVA et al. (2011), determinaram cadmio em amostras de arroz
utilizando ET AAS com aluminio como modificador quimico permanente, o método
proposto foi utilizado para determinacédo do teor de cadmio em amostras de arroz

onde, as concentragées variaram entre 11,6 a 44,9 ng g™~.
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3.3. O MERCURIO E SUA TOXICIDADE

O mercurio ocorre no ambiente associado a outros elementos, sendo o
enxofre o mais comum. Pode ser encontrado tanto na forma inorganica como
organica formando complexos com grupos alquil (MICARONI et al., 2000). Além de
processos naturais, como erupc¢des vulcanicas, o mercurio poder ser encontrado na
atmosfera devido a atividade antropogénica a partir da queima de combustiveis
fosseis e atividades industriais (LEOPOUD et al., 2001).

A exposicdo por mercurio pode ocorrer por ingestdo de alimentos
contaminados, inalagdo e contato direto com o metal. Isso pode causar problemas
adversos no organismo humano (LAIRD et al. 2007). Dentre as formas de mercurio,
o metilmercurio é a forma mais toxica e bioacumulavel de mercuario. A sua forma
Hg?* apresenta grande afinidade com enzimas, proteinas e hemoglobina
(MICARONI et al 2000). Ja o mercurio na sua forma elementar, pode ser bastante
téxico quando inalado, em funcdo de poder ser carreado para o sangue (GUNEY et
al. 2013). Diversos problemas a saude estdo relacionados ao mercurio, como
doencas cardiovasculares, danos na funcao endotelial, aterosclerose e hipertensao
(HONG et al., 2013). Assim, torna-se necessario a determinacdo dos teores deste

metal em alimentos.

Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para determinacdo de
mercurio. DA SILVA et al. (2013), desenvolveram um sistema FIA com multiseringas
para determinacdo de mercurio em amostras de arroz por espectrometria de
fluorescéncia atdbmica com vapor frio (CV AFS), onde foi utilizado planejamento
fatorial para otimizacdo dos parametros experimentais. A validacdo do meétodo
proposto foi feita utilizando material de referéncia certificado e a faixa de

concentracdo de mercurio encontrado foi de 2,12 a 7,25 ng g.

SILVA et al. (2012), propuseram um procedimento de amostragem por
suspensao para determinacdo de mercurio. Para isto foi utilizado matriz Box-
Beheken para otimizagdo dos parametros experimentais como Vvolume e
concentragdo de &cido cloridrico, volume de alcool isoamilico, concentracdo de
tiouréia, entre outros. As determinacdes foram feitas utilizando CV AAS e o método

apresentou teores de mercurio que variaram entre 4,10-13,72 ng g*.
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MENG et al. (2013), utilizaram um método simples e de baixo custo para
determinacdo de mercurio baseado na reacdo de complexacdo de mercurio com o
2,4-bis(4-fenilazofenilaminodiazo) benzenossulfonico (BPPABSA). Os fatores que
afetavam o sistema foram investigados de forma univariada. Os teores de mercurio

encontrados foram de 0,018 a 0,024 pg g* em amostras de cereais.

3.4. VINAGRE

O vinagre é um condimento utilizado na preparacao de alimentos em todo o
mundo. Ele apresenta importante papel na producao e preparo de diversos tipos de
alimentos, como nos seguintes produtos industrializados: molhos, ketchup,
maionese, entre outros (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2008). Algumas variedades de
vinagres sdo consideradas especialidades culinarias em todo o mundo, como o
vinagre Sherry e o vinagre balsamico tradicional de Modena (MARRUFO-CURTIDO
et al., 2012). O vinagre pode ainda ser considerado um rico complemento na
alimentagdo humana devido ao seu poder nutritivo e biorregulador (MECCA et al.,
1979).

Vinagre é produzido a partir de matérias-primas de origem agricola, que
apresentam amido ou acucares como uvas, macas, arroz e cana de agucar, entre
outros. A producdo é o resultado de dois processos de fermentacdo: a conversao
dos acucares do mosto em etanol pelas leveduras e a oxidacao do alcool para o
acido acético por bactérias do acido acético (CALLEJON et al., 2012).

No Brasil, segundo a ANAV (Associacdo Nacional das Industrias de
Vinagre), a produgéo chega a 174 milhdes de litros por ano, sendo que 80% desta
producdo é proveniente da fabricacdo de vinagre de &lcool. Ja nos paises europeus,

0 consumo triplica, mas as principais matérias-primas sao o vinho e as frutas.

Além do uso culinério, o vinagre também é utilizado de outras formas como o
combate a Salmonella. Alguns estudos mostram que ele pode ser eficaz na reducao
da populacdo dessa bactéria em alimentos contaminados ou mesmo em outros
ambientes devido aos diversos acidos existentes no vinagre (STELZLENI et
al.(2013); SENGUN; KARAPINAR, 2004).
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Sao poucas as informacdes sobre a composicdo quimica do vinagre. A
legislacdo brasileira estabelece como parametros de qualidade apenas o teor de
acidez volatil, extrato seco reduzido, concentracdo de alcool, cinzas, cloretos e
sulfatos (RIZZON; MIELE, 1998). Também estdo presentes no vinagre acidos
organicos, como: acido citrico, malico e tartarico, que sao resultantes dos processos
de fermentacdo e podem agir como agentes complexantes de metais (REGMI et al.,
2012; CHOI et al., 2012).

3.4.1. Metais em vinagre

A contaminacdo por metais em vinagre pode ter origem enddgena devido a
matéria-prima utilizada, ou antropica devido aos procedimentos de producéo
(NDUNG'U et al., 2004a). Além disso, poucos trabalhos séo reportados na literatura
em relacdo a determinacdo de metais em vinagre em todo o mundo. Devido ao alto
consumo, surge uma significativa importancia no conhecimento dos teores de

chumbo em vinagre de diferentes tipos.

OLIVEIRA; NETO (2007) utilizaram padronizacdo interna com bismuto para
determinacao direta de chumbo em amostras de vinagre de alho, vinho, maca e
arroz utilizando ruténio como modificador quimico com co-injecdo de Pd/Mg(NO3)2. A
concentracdo de chumbo variou de 2,6 a 31 pug L'. O método foi validado
comparando os resultados do método direto com o digerido e com material de
referéncia de agua usando os resultados para bismuto. Em outro trabalho foi
utilizado tungsténio como modificador quimico permanente com co-inje¢cdo de
paladio e magnésio para determinacao direta de chumbo em amostras de vinagre
(OLIVEIRA; NETO, 2007).

Dessuy et al. (2012), desenvolveram um método simples para determinagéo
total de chumbo e cadmio lixiviado por cerveja, vinagre, vinho, acido acético, entre
outros em copos de liga de estanho produzidos no Brasil por HR FAAS com chama,
a precisdo do método foi estabelecida através de ensaios de recuperacdo e
comparacao com resultados obtidos por ICP OES, a concentracdo de chumbo variou

em torno de 1 mg g2.



26

Em outro trabalho, NDUNG’U et al. (2004) desenvolveu procedimentos de
preparo de amostra, incluindo digestdo acida com e sem a adicdo de peréxido de
hidrogénio e fotdlise utilizando a adicdo de uma mistura de acido nitrico e peroxido.
A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras de vinagre de vinho, vinagre
balsamico, entre outros. As determinagdes foram feitas por ET AAS e ICP MS, e os
teores de chumbo variaram de 15 a 307 ug L™! em vinagre balsamico e 36 a 50 ug L-

L em vinagre de vinho.

FRESCHI et al. (2013), desenvolveram um método de determinacdo direta
de chumbo em amostras de vinagre de vinho tinto e branco por ET AAS. Nesse
trabalho os autores utilizaram uma mistura de Pd(NO3)2/Mg(NO3)2 e
NHsH2PO4/Mg(NO3)2 como modificadores quimicos. A recuperacdo de chumbo
variou de 93 a 103%.

SAEI-DEHKORDI et al. (2011), determinaram chumbo, cadmio, cobre e
zinco em diversos tipos de vinagres produzidos e comercializados no Iran. As
medidas foram feitas utilizando cronopotenciometria de descarregamento rapido
(SCP) e os resultados foram comparados com valores encontrados por GF AAS. As
concentragdes dos metais avaliados foram: cobre de 12,79 a 1,129 ng mL™, chumbo
de 3,32 a 253 ng mL1, cadmio (ndo detectavel) e zinco de 26,12 a 3,725 ng mL™.

3.5. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Diversas técnicas analiticas sao utilizadas para determinacdo de metais.
Dentre estas, a espectrometrias de absorcdo atdmica (AAS) mostra-se bem
difundida principalmente no emprego de determinacdes de metais em niveis traco e
ultra-traco em diversas matrizes complexas, sejam matrizes alimenticias, ambientais
ou biologicas (BORGES et al., 2005).

A técnica baseia-se no principio de que atomos livres (estado gasoso)
gerados em um atomizador podem absorver radiacdo de frequéncia especifica
emitida por uma fonte espectral. A quantificagcdo da radiacdo absorvida obedece
desta forma, os principios da lei de Beer (BORGES et al., 2005).
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Dentre as técnicas de absorcao atdbmica, tem-se:

e [Espectrometria de absor¢cédo atdbmica com chama (FAAS);

e Espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidreto (HG

AAS);

e [Espectrometria de absorcdo atdmica com geracao de vapor frio (CV
AAS);

e Espectrometria de absor¢cdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica
(ET AAS):

v' Forno de grafite (GF AAS);
v Filamento de tungsténio (WET AAS).

3.5.1. Espectrometria de absorcédo atdbmica com atomizacéo eletrotérmica (ET AAS)

O uso de atomizacao eletrotérmica ficou conhecido devido as contribuicdes
de L'vov (1961) quando introduziu novos conceitos a técnica, como a utilizagdo de
tubos de grafite revestidos piroliticamente com plataforma e aquecimento transversal
(Figura 1).

Além disso, a aplicacdo de correcao de sinal de fundo por efeito Zeeman
proporcionou um aumento da sensibilidade da técnica. O efeito Zeeman é baseado
na aplicacdo de um campo magnético para separar as linhas espectrais
degeneradas em componentes com diferentes caracteristicas de polarizacdo a
absorcdo do analito e do fundo, os quais podem ser entdo diferenciados por causa
dos seus comportamentos magnéticos e de polarizacdo distintos (SKOOG et al.,
2002).
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Figura 1 — Forno de grafite com a plataforma de L"vov, fonte Skoog.

Tubo de grafite

Plataforma -

A ET AAS mostra-se como uma técnica com sensibilidade adequada para
determinacdes de metais a niveis de tracos em amostras organicas e inorganicas,
sem necessidade de uma etapa prévia de pré-concentracdo (FERREIRA et al.,
2009). Além disso, esta técnica apresenta uma boa seletividade para os elementos
estudados e requer pequenos volumes de amostra (FERREIRA et al., 2011 ).

3.5.2. Espectrometria de absorcéo atbmica com vapor frio

A espectrometria de absor¢cdo com geracdo de vapor frio (CV AAS) é a
técnica mais utilizada na determinacdo de mercurio nas mais diversas matrizes. O
método é baseado na reducdo de mercurio iGnica a mercurio elementar,
normalmente utilizando SnCl2 ou NaBHa4. O vapor de mercuario € arrastado por um
gas inerte até o caminho 6tico onde sao feitas as medidas de absorcdo (ODA et al.,
1981).

Na técnica de geracdo de vapor frio, as determinacfes sao realizadas
utilizando-se a altura do pico de absorvancia. No caso de ser usada a integracao, o
tempo teria que ser muito grande devido ao carater do pico. (Welz; Sperling, 1999),
mostrando-se bastante vantajosa na medida que apresenta uma alta sensibilidade e
seletividade, devido a sua remocao eficiente do analito, o que minimiza os efeitos de
interferéncia da matriz (D"ULIVO; DEDINA, 1996)
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3.6. OTIMIZACAO MULTIVARIADA

As ferramentas quimiométricas vém sendo aplicadas com bastante
frequéncia nos ultimos anos, a fim de resolver problemas de otimizacdo de métodos
analiticos. Uma de suas vantagens é a reducdo do numero de experimentos,
acarretando um menor consumo de reagentes e desprendendo menos tempo e
trabalho de laboratério. Logo, se constituem em formas de metodologias mais
viaveis do que os métodos univariados. Os métodos multivariados proporcionam um
estudo simultdneo de varios fatores, permitindo a avaliacdo da importancia e
significancia estatistica dos mesmos. Além disso, outra vantagem € a possibilidade

de avaliacdo das interacfes entre os fatores (TARLEY et al., 2009).

A otimizacdo multivariada € realizada em dois passos. Primeiramente séo
feitas as identificacBes das variaveis significativas, enquanto que a segunda etapa
relaciona a otimizacdo da resposta. As varidveis significativas podem ser
identificadas utilizando-se de métodos de rastreio, tais como a aplicacdo de um
planejamento fatorial completo. Porém, a otimizacdo completa, com valores
experimentais otimizados pode ser obtidas através da identificacdo do
comportamento correto da resposta. Para isso, a utilizacdo da metodologia de
superficie de resposta (RSM), € a mais apropriada (CALDAS et al., 2013).

3.6.1. Planejamento fatorial completo 2K

O planejamento fatorial completo € considerado uma das primeiras etapas
para o planejamento de experimentos, pois sdo avaliadas todas as influéncias
relacionadas as variaveis experimentais, bem como os fatores e efeitos de interagédo
entre elas sobre a resposta. Um planejamento fatorial completo consiste em uma
matriz 2%, onde as combinacdes de fatores k sdo investigadas em dois niveis
(LUNDSTEDT et al., 1998). Um exemplo de planejamento fatorial completo esta
ilustrado na Tabela 1, onde apresenta 2 fatores, e 0s experimentos relacionados as
possiveis combinacdes, sendo (+) o nivel superior e (-) o nivel inferior, para cada

fator estudado.
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Tabela 1 - Exemplo de matriz de planejamento fatorial completo (2°)

Experimentos A B
1 + +
2 + -
3 - +
4 - -

3.6.2. Planejamento Box-Behnken

Apo6s uma avaliacdo do nivel de significancia dos fatores investigados uma
metodologia de superficie de resposta pode ser utilizada para otimizacdo dos
experimentos. Assim, otimizar significa encontrar os valores para as variaveis em
estudo que produzirdo uma melhor resposta, isto €, encontrar uma regido em que

todos os fatores resultem nas melhores respostas(TEOFILO, 2006).

7

O planejamento Box-Behnken é uma ferramenta quimiométrica bastante
usada para otimizacdo de métodos analiticos. Essa metodologia permite a
construcdo de modelos quadraticos, dando os valores criticos do experimento, ou
seja, valores otimizados do sistema em estudo. O planejamento Box-Behnken é
considerada uma metodologias de superficie de resposta mais eficientes que outras
formas, como, por exemplo, o composto central, sendo que a eficiéncia de um
planejamento experimental é definida pela razdo entre os nimeros de coeficientes

estimados pelo modelo e o niumero de experimentos (FERREIRA et al., 2007).

A matriz Box-Behnken é gerada a partir da fungcdo N = 2k (k - 1) + Co, sendo
que N € o numero de experimentos, k € o nimero de fatores e Co € 0 numero de
pontos centrais. Assim, um exemplo dessa matriz pode ser observado na Tabela 2,
sendo (+) o nivel superior e (-) o nivel inferior para cada fator estudado e (0) € a

media dos dois niveis de cada fator determinado como ponto central.
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Tabela 2 - Exemplo de matriz de planejamento Box-Behnken para 3 fatores

Experimento A B C
1 - - 0

2 + - 0

3 - + 0

4 + + 0

5 - 0 -

6 + 0 -

7 - 0 +

8 + 0 +

9 0 - -

10 0 + -

11 0 - +

12 0 + +

13 (PC¥) 0 0 0
14 (PC*) 0 0 0
15 (PC¥) 0 0 0

*PC — Ponto central

3.6.3. Resposta multipla

O desenvolvimento de métodos analiticos, muitas vezes envolve duas ou
mais respostas quimiométricas em sua otimizacdo. Nestes casos, pode-se fazer o
uso de respostas multiplas. Estas respostas multiplas sédo estabelecidas, a partir do
sistema que esta sendo otimizado. Dos métodos para obtencéo de resposta multipla
o0 mais utilizado foi aquele proposto por Derringer e Suich (1980), o qual faz uso de

uma funcéo de desejabilidade D.

BALLUS et al. (2011), propuseram um procedimento para analise de
compostos fendlicos em azeite de oliva extra-virgem por eletroforese capilar. Nesse
foi aplicado o método do composto central para analise das superficies de respostas
e uma funcéo foi criada a fim de se obter uma resposta avaliando os tempos de

migracao e a largura da base de cada pico do sinal analitico obtido.
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ZAN, DE et al. (2011), desenvolveram um método empregando a
cromatografia de ions de emparelhamento para a andlise simultinea dos
componentes nicarbazina em aditivos alimentares. Para isto, o sistema foi composto
por quatro variaveis, incluindo a composicao da fase movel e temperatura do forno,

a funcéo foi aplicada para cinco respostas individuais obtidas no estudo.

Além da funcéo de desejabilidade, outras funcées vém sendo aplicadas para
obtencdo de resposta mdultipla, como no trabalho descrito por FERREIRA et al.
(2003), que desenvolveram um sistema de pré-concentracdo em linha para a
determinacdo das concentracfes de cobre por FAAS. Na etapa de otimizacdo do
método uma funcdo de mudltipla resposta foi proposta baseada no sinal analitico

obtido e o tempo de pré-concentracéo.

ARAGAO et al. (2005), propuseram um método para pré-concentracdo de
cadmio e chumbo utilizando extracdo em ponto nuvem. Uma funcdo de resposta
multipla foi desenvolvida para determinar as condi¢cdes experimentais adequadas
para a pré-concentracdo simultdnea desses dois ions. A funcdo foi calculada
utilizando a seguinte equagcdo MR = (abscd / abSmax-cd) + (abspb / absmax-pb), onde
(abscd) e (abspp) sdo os sinais analiticos para cada experimento e (abSmax-cd) €
(absmax-pb) S0 0s valores maximos de absorvancia obtidos para o cadmio e chumbo,

respectivamente, em todos os experimentos multivariados.

3.7.DETERMINACAO DIRETA

Devido a complexidade da matriz, muitas vezes faz-se a necessidade de
uma etapa de pré-tratamento da amostra. Contudo, estes processos nao
desprendem um tempo e custos elevados e em sua grande maioria requerem
grandes quantidades de reagentes, gerando residuos perigosos que podem
contaminar as amostras (KORN et al., 2008). Contudo, a analise direta, ou seja, a
determinacdo de analitos, sem decomposicdo da matriz, sejam estas liquidas,
sélidas ou em suspensdo, mostra-se vantajosa em compara¢cdo com 0s métodos
gue requerem digestdo da amostra, diminuindo assim a perda de analito volateis,

minimizando as fontes contaminacéo e custos de analise (IVANENKO et al., 2012).
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OLIVEIRA et al. (2011), desenvolveram um meétodo para a determinacéo
direta de Cu, Cd, Ni e Pb em substancias humicas aquéticas por GF AAS. As
substancias humicas foram isoladas das amostras de aguas ricas em matéria
organica. A exatiddo do meétodo foi avaliada utilizando testes de adicdo e
recuperacdo de analito. Todas as percentagens de recuperacdo de analitos variaram
na faixa de 93-98%, com um desvio padrao relativo inferior a 4%.

AMORIM et al. (2010), aplicaram um método para determinacdo de
molibdénio em leite e outros alimentos para criangcas por ET AAS empregando a
amostragem em suspensdo. Nesse, foi utilizado niébio como modificador quimico
permanente com co-injecdo de eurdpio. A exatiddo foi avaliada por testes de adi¢édo
e recuperacdo de analito e por andlise de material de referéncia certificado. As
concentragdes de molibdénio variaram entre 0,034 e 1,57 ug g-*.
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Foram obtidas treze amostras de vinagre de alcool para analise. Todas as

amostras foram adquiridas em quatro diferentes cidades: Salvador, Jequié,

Amargosa e Jaguaquara. Este numero reflete as marcas de vinagre de alcool

comercializadas nessas localidades. A Tabela 3 mostra os cédigos estabelecidos

para cada uma.

Tabela 3 — Cédigo das marcas de amostras de vinagre de alcool avaliadas no trabalho.

Cddigo f;_t?r(i:c?;géeto Local de coleta Cddigo f;_t?r?c?égaeo Local de coleta
Val Paulista — PE Salvador — BA Va8 Paulista — PE Salvador — BA
Va2 Lagarto — SE Salvador — BA Va9 Paulista — PE Salvador — BA
Va3 Paulista — PE Salvador — BA Valo Aracaju — SE Jaguaquara - BA
Va4 Lagarto — SE Jaguaquara — BA Vall Valinhos — SP Jequié - BA
Vab Paulista — PE Salvador — BA Valz Valinhos — SP Jequié - BA
Va6 Paulista — PE Salvador — BA Val3 Paulista — PE Jaguaquara - BA
Va7 . de Santana - BA  Amargosa — BA

4.2. LIMPEZA DE MATERIAL

Toda vidraria foi previamente descontaminada antes de sua utilizagao.

Primeiramente, a vidraria foi imersa em uma solucdo de Extran 5% (MERCK,

Alemanha) durante 24 horas. Em seguida, a vidraria foi enxaguada com &gua

deionizada e imersa em uma solucéo de &cido nitrico 10% durante 48 horas. Por fim,

foram lavadas com agua ultrapura e colocada para secar.
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5. DETERMINACAO DIRETA DE CHUMBO EM VINAGRE DE ALCOOL POR ET
AAS

5.1.INSTRUMENTACAO

Neste trabalho, todas as analises foram realizadas utilizando-se um
espectrobmetro de absorcdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica (ET AAS),
modelo AAS ZEEnit 600 (Analytick Jena AG, Jena, Germany) com correcao de
fundo por efeito Zeeman. O equipamento dispde de um atomizador que utiliza tubo
de grafite com aquecimento transversal (THGA), portado de uma plataforma
integrada (PIN) recoberta com grafite pirolitico (Analytik Jena AG), o que proporciona
um aguecimento mais uniforme durante as andlises. Para introducdo das amostras
no ET AAS, foi utilizado um auto-amostrador liquido de alta precisdo, modelo MPE
60 (Analytick Jena AG).

Como fonte de radiagéo para as medidas experimentais, foi utilizanda uma
lampada de catodo oco (HCL) de chumbo (Varian, Mulgrave, VA, Austrélia), com
uma intensidade de corrente de 5 mA operando com um comprimento de onda de
283,3 nm e largura da fenda espectral de 0,5 nm. Como gas de purga, foi utilizado
argbnio com alto grau de pureza de 99,997% (White Martins, Salvador-Bahia,
Brasil), com uma taxa de fluxo de 2 L min?, durante todas as etapas, exceto na

etapa de atomizacéo, para a qual o fluxo de gas foi interrompido.

Os sinais analiticos foram medidos por valor de absorvancia integrada (Aint),

que se baseia no célculo da area total do pico.

5.2.REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de alto grau analitico. Os
padrées de chumbo foram preparados a partir de sucessivas diluicbes de um padrao
de chumbo de 1000 mg Lt (MERCK, Alemanha), em acido nitrico 0,5%.
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Para preparacdo das solucdes padrdes, utilizou-se agua ultrapura obtido a
partir de um sistema de purificagdo modelo Milli-Q Plus (Bedford, MA, USA), com

resistividade especifica de 18,2 MQ cm™.

Como modificador quimico foram utilizados 5 pg de aluminio. Estudos
anteriores demonstraram a eficiéncia do aluminio como modificador quimico.
Ferreira et al. (2011) utilizaram aluminio como modificador quimico para
determinacdo de chumbo em amostras de cachaca. DA SILVA et al. (2011) usaram

aluminio como modificador permanente para determinacdo de caddmio em arroz.

5.3. OTIMIZACAO E RESULTADOS PARA DETERMINACAO DE CHUMBO
EM AMOSTRA DE VINAGRE DE ALCOOL

5.3.1. Otimizacao das temperaturas de pirélise e atomizacao

O estudo das melhores temperaturas de pirolise e atomizacdo faz-se
necessario para garantir qgue na etapa de pirélise toda a matriz, exceto o analito em
estudo, foi eliminada, e na etapa de atomizacgao todo analito seja atomizado em uma

Unica etapa.

Para otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizacao, nesta parte do
trabalho, foi utilizada a amostra Val dopada com chumbo numa concentracao final
de 10 ug L.

A Figura 2 mostra as curvas de pirélise e atomizacdo que foram obtidas
neste estudo. A temperatura de pirdlise foi avaliada na faixa de 300 a 1000 °C,
sendo que a temperatura de atomizagéo foi fixada em 2000 °C. Ja a temperatura de
atomizacéo foi investigada no intervalo de 1000 - 2100 °C, fixando-se a temperatura
de pirdlise em 800 °C. Durante todas as medidas, o tempo de pirélise e a massa de

modificador foram fixados em 15 s e 5 ug, respectivamente.



Figura 2— Curvas de temperaturas de pirélise e atomizacéo, usando 5 pg de modificador quimico
aluminio e 15 s de tempo de pirdlise.
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A Tabela 4 mostra os valores de temperatura otimizados para

determinacao de chumbo que foram utilizados em todas as analises.

Tabela 4 — Programa de temperatura utilizado para determinagéo de chumbo por ET AAS.

Etapas Temperatura Rampa (°C s7) Tempo
Secagem 90 10 10
Secagem 120 20 10
Pirolise 800 100 15
Atomizacao 2000 FP* 5
Limpeza 2550 FP* 5

*FP — Full Power
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5.3.2. Curvas analiticas para avaliacdo do efeito de matriz

A avaliacdo do efeito de matriz é de suma importancia para verificagdo e
escolha da melhor técnica de calibracdo a ser utilizada, pois 0 mesmo pode gerar

resultados falsos como interferéncias do sinal do analito de interesse.

5.3.2.1. Curva de calibracdo em acido nitrico

Primeiramente, foi obtida uma curva de calibracdo externa usando padrdes
contendo acido nitrico 0,5% (v/v) e as seguintes concentracdes de chumbo: 0,0; 2,4;
4,8; 7,2; 9,6 ug L. A curva de calibracdo externa apresentou a equacdo ABS =
(0,01128 + 0,00076) [Pb] + (0,00335 + 0,00045), em um nivel de confianca de 95%.
A inclinacdo da curva analitica em meio acido foi comparada com a inclinacdo da
curva obtida pela técnica de adicao de padrédo, com adi¢des de 0,0; 2,4; 4,8; 7,2; 9,6
ug L, que apresentou a equacdo ABS = (0,00194 + 0,00009) [Pb] + (0,00989 +
0,00050), em um nivel de confianca de 95%. Pode-se observar que as inclinacdes
das curvas séo estatisticamente diferentes, o que impede a utilizacdo da curva em
meio acido como técnica de calibracdo. Esta diferenca pode ser observada na

Figura 3.

Figura 3 — Curvas de calibragcao externa em acido nitrico 0,5% (—=) € curva de adi¢cdo de analito

0,12
0,1
0,08
0
m 0,06
<
0,04

0,02

[Pb]



39

5.3.2.2. Curva de calibracdo em meio acético

Em outro teste, foi feita uma curva analitica em meio acético 4% (v/v)
contendo as seguintes concentracdes de chumbo: 0,0; 2,4; 4,8; 7,2; 9,6 ug L. A
curva analitica obtida nestas condicbes apresentou a equacdo ABS = (0,00404 +
0,00138) [Pb] + (0,00675 + 0,00085). Comparada com a curva obtida a partir da
técnica de adicdo de padrdo, que apresentou a equacdo ABS = (0,00195 + 0,00024)
[Pb] + (0,00676 + 0,00139), pode-se observar, que as inclinagdes das duas curvas
sao estatisticamente diferentes (Figura 4). Assim, a curva em meio acético também

nao pode ser usada como técnica de calibracdo para o método.

Figura 4 — Curvas de calibracdo externa em meio acético 4% v/v (=) € de adicdo de analito (==).
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5.3.2.3. Curva de calibracdo em meio acético - alcodlico

Um terceiro teste foi realizado a fim de se obter um meio para a curva de
calibracdo externa que apresentassem caracteristicas mais proximas das amostras.
Assim, foi feita uma curva de calibracdo externa em meio acético — alcodlico, de
acordo com a composi¢ao percentual destes dois componentes existentes nas
amostras. As duas curvas foram feitas nas mesmas concentracdes utilizadas
anteriormente. Contudo, as inclina¢des das curvas também apresentaram diferencas

significativas. Enquanto que a curva de calibracdo externa feita em meio acético —
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alcodlico apresentou a equagdo ABS = (0,01077 + 0,00042) [Pb] + (0,0039 *
0,0025), a equacao da curva de adicdo de analito foi ABS = (0,00187 + 0,00017) [Pb]

+(0,01042 + 0,00049). A diferenca entre as curvas pode ser observada na Figura 5.

Figura 5 — Curvas de calibracao externa em meio acético - alcodlico 4% v/v (=) e curva de adigdo
de analito (==).
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Pode-se observar que em todas as trés curvas calibragdo com adicéo de
padrdo sempre apresentaram valores de inclinacdo menores do que a técnica de
calibracdo externa. Isso leva a conclusdo de que ha uma interferéncia de matriz
bastante acentuada na determinacgao direta de chumbo nas amostras de vinagre de

alcool.

Desta forma, para determinacdo direta de chumbo nas amostras de vinagre
de alcool, foram obtidas curvas de calibragcdo empregando a técnica de adicdo de
padrdo no sentido de contornar as interferéncias causadas pela matriz das
amostras. As curvas de calibracdo com a técnica de adicdo de analito nas amostras
de vinagre de alcool foram construidas a partir de sucessivas adi¢cdes do padrao de

chumbo que variaram entre 2,4 a 9,6 pg L.

A tabela 5 mostra todas as curvas determinadas nas 13 amostras de vinagre

de alcool.
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Tabela 5 — Equacédo das curvas de calibracdo empregando a técnica de adicdo de

padrédo para as 13 amostras de vinagre de alcool.

AMOSTRA EQUACAO DA CURVA
AVal ABS = (0,00195 + 0,00015) [ Pb] + (0,0068 + 0,00085)
AVa2 ABS = (0,00224 + 0,00022) [Pb] + (0,0053 + 0,0013)
AVa3 ABS = (0,00237 + 0,00019) [Pb] + (0,0046 + 0,0011)
AVa4 ABS = (0,00187 + 0,00017) [Pb] + (0,0104 + 0,00049)
AVa5 ABS = (0,00164 + 0,00014) [Pb] + (0,00531 + 0,00051)
AVab ABS = (0,001190 + 0,000059) [Pb] + (0,0055 + 0,00021)
AVa? ABS =(0,00343 + 0,00063) [Pb] + (0,0342 + 0,0011)
AVa8 ABS = (0,009928 + 0,000070) [Pb] + (0,0013 + 0,00025)
AVa9 ABS = (0,00175 + 0,00013) [Pb] + (0,0023 + 0,00046)
AVal0 ABS = (0,00177 + 0,00010) [Pb] + (0,0026 + 0,00037)
AVall ABS = (0,00252 + 0,00020) [Pb] + (0,0078 % 0,00073)
AVal2 ABS = (0,00173 + 0,00014) [Pb] + (0,0052 + 0,00050)
AVal3 ABS = (0,0014151 + 0,000059) [Pb] + (0,0013 + 0,00021)

5.4. VALIDACAO DO METODO

5.4.1. Limites de deteccao e de quantificacéo

Dentre as caracteristicas que envolvem uma analise utilizando técnicas

analiticas, tém-se os limites de deteccédo e de quantificacao.
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O limite de deteccédo (LD) representa a menor concentracdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (IUPAC,

1978). O limite de deteccao € usualmente calculado utilizando a equacéo:

LD = —

O limite de quantificacdo é definido como a menor concentracédo do analito,
gue pode ser quantificada na amostra, sob as condi¢cées experimentais adotadas.
Pode ser obtido por meio do sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos
estatisticos (WELZ; SPERLING, 1999). Neste trabalho o limite de quantificacdo foi

obtido através do desvio padrdo do branco e calculado utilizando a equacéo:

100
D =

S

Onde, o é o desvio padrdo obtido através dos sinais analiticos de dez
brancos e s € o coeficiente angular da inclinacdo da curva de calibracdo por adicéo

de padrdo da amostra Val.

Os sinais do branco foram obtidos através da injecdo de 5 pg de modificado
no tubo de grafite. Logo o limite de deteccdo do método foi de 0,16 pug L e o limite

de quantificacéo foi de 0,53 pug L.

5.4.2. Massa caracteristica

Massa caracteristica, pode ser definida como a massa necessaria do analito

que produzira um sinal analitico com valor absorvancia integrada sera de 0,0044 s,
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correspondente a 1 % de absorcdo (GONZALES et al., 1999) Logo, a massa
caracteristica foi obtida através da injecao de 20 pL de amostra no forno de grafite.

A massa caracteristica é calculada utilizando a equacéo:

_ Volume de padrdo injetado (pL) * Concentragdo caracteristica (ug L) * 0,0044
o= ABS média

onde, m, € a massa caracteristica, ABS média é o sinal de absorvancia integrada
obtido através do padrdo de chumbo utilizado. Assim, o valor encontrado para a

massa caracteristica foi de 26,4 pg.

5.4.3. Precisao

A precisdo mede o grau de variacdo das respostas de um método analitico,
originados através de valores obtidos por diversas repeticbes de um experimento
utilizando a mesma amostra ou padrdes. Pode-se obter a precisdo de duas formas:
através da repetitividade que mede o grau de semelhanca entre os valores, a partir
de respostas independentes obtidas utilizando o mesmo método e sob mesmas
condicBes experimentais; e pode ser medida também através da reprodutibilidade

gue avalia as respostas independentes obtidos por outros métodos.

A precisdo pode ser representada de varias formas. Uma delas € o desvio

padrao relativo (RSD%) que pode ser calculado utilizando a seguinte equacao:

RSD 100%

JO I

medila

Sendo que, o é o desvio padrao.
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A precisdo para a determinacdo direta de chumbo para trés amostras de
vinagre de alcool, sendo que foram feitas sete determinacdes repetitivas expressas
em RSD%, foram de 2,22; 4,14 e 4,16, para uma concentracdo de chumbo de 3,43;

2,37 e 1,93, respectivamente.

5.4.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico pode ser considerada como o grau de
concordancia entre o valor real obtido através de um método em comparacdo com
um valor de referéncia (GONZALEZ et al., 1999).

A exatiddo pode ser obtida por diversas formas, sendo que trés se

destacam:

o Uso de material de referéncia certificado;
o Comparacéao dos valores entre métodos diferentes;

o Ensaios de recuperacao de analito.

O uso de material de referéncia, dentre estas formas, baseia-se na analise
do material pelo método proposto e comparacdo dos resultados obtidos com o0s
valores certificados. Um dos problemas deste método € que, na sua grande maioria,

sao de alto custo e limitados a certos tipos de amostras.

A comparacao de valores entre métodos diferentes, dentre as trés formas, &
a mais utilizada. Tem como objetivo analisar a mesma amostra utilizando outros
métodos analiticos e, em seguida, promove-se a comparacao dos resultados obtidos
pelos dois métodos, considerando-se um determinado nivel de confiangca. Mas nem
sempre a processos de referéncia ou até mesmo a possibilidade de utilizagcdo de

outros métodos.

Dentre as formas de exatidao citadas, o ensaio de recuperacao de matriz é
um meétodo para validacdo de processos analiticos, confiavel, simples e r4pido. A
recuperacdo estd relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de
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hY

determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real
presente na amostra (BEATRIZ et al., 2004).

O estudo de recuperacao consistiu na adicdo de diferentes concentracoes
conhecidas de analito a amostra e a determinacdo das mesmas. Assim pode ser

calculado em forma percentual utilizando a equacao

[valor obtido - valor real]

Rec = x 100
valor real

Neste trabalho, foi utilizado o método de recuperacdo de analito, devido a
inexisténcia de material de referéncia certificado de vinagre de alcool e por

apresentar diversas interferéncias na utilizacao de outros métodos.

Os valores de recuperacdo para chumbo em amostras de vinagre de alcool
podem ser encontrados na Tabela 6, onde os valores de recuperacao variaram de
95 a 110%.

Tabela 6 - Valores de recuperacgéo para determinacdo de chumbo em amostras de vinagre de alcool.

AMOSTRA RECUPERAGCAO (%) AMOSTRA RECUPERAGAO (%)

Aval 100 AVa8 108

AVa2 110 AVa9 90

AvVa3 102 AValo 97

AVa4 98 Avall 95

AVa5 97 AVal2 101

AVab 98 AvVal3 103

Ava7 109
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5.5. DETERMINACAO DE CHUMBO EM AMOSTRAS DE VINAGRE DE
ALCOOL

Baseado nos resultados obtidos, pode-se determinar a concentracdo de
chumbo nas 13 diferentes amostras vinagre de alcool por ETAAS a um nivel de

confianca de 95 % ,Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliagado de chumbo em vinagre de alcool utilizando determinagéo direta por ET AAS.

AMOSTRA  CONCENTRAGCAO (ug L) | AMOSTRA CONCENTRACAO (ug L)

AVal 3,46 + 0,08 AVa8 0,13+ 0,01
AVa2 2,37 0,10 AVa9 1,31+ 0,07
AVa3 1,93 + 0,08 AVal0 1,45 + 0,06
AVa4 5,57 + 0,09 AVall 3,23+0,08
AVa5 3,24 + 0,09 AVal2 3,03 + 0,08
AVa6 4,62 + 0,05 AVal3 0,94 + 0,04
AVa7 9,98 + 0,18
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6. DETERMINACAO DIRETA DE CADMIO EM VINAGRE DE ALCOOL POR ET
AAS

O uso de planejamento experimental para a otimizacdo das condicdes
instrumentais para métodos ET AAS vem sido aplicado em alguns trabalhos, porem
somente é utilizado a absorvancia integrada como resposta quimiométrica. No
entanto, a avaliacdo da forma do sinal analitico, geralmente, é feita de forma
qualitativa, com base em observacfes da forma do pico, devido a isso se torna dificil
a otimizacdo através de um método de superficie de resposta, pois nem sempre o

melhor sinal analitico esta atribuida a melhor forma do pico.

FERREIRA et al. (2009), otimizaram um sistema para determinacdo de
cadmio em vinhos brasileiros empregando um planejamento fatorial completo de 2
niveis, os fatores estudados foram tempo e temperatura de pirolise, temperatura de
atomizacdo e massa de modificador. A validacdo da metodologia de determinacéo
direta empregando ET AAS foi estabelecida através de comparagdo dos valores
obtidos com os valores encontrados pelo método de digestdo acida. Assim a

concentracéo de cadmio variou de 0,146 a 1,563 pg L™,

No trabalho de DIAS et al. (2006), foi empregado um método de
determinacao direta de chumbo em amostra de nafta por ET AAS, para isto a
otimizacao das condi¢cGes experimentais foi realizada utilizando planejamento fatorial
23 e os fatores estudados foram tempo e temperatura de pirélise, temperatura de
atomizacdo. Esta primeira etapa mostrou que apenas as temperaturas de pirélise e
atomizacgao eram significativas. Em seguida foi aplicado um planejamento fatorial 32
para estabelecer as condi¢des criticas do sistema. Este método foi aplicado na
determinacdo de chumbo em trés amostras de nafta e os teores variam entre 2,7 a
5,7 ug L.

Nesta etapa do trabalho, foi desenvolvida uma nova estratégia para avaliar
qualitativamente e quantitativamente, os picos obtidos durante a otimizagcdo de um
processo proposto para a determinacdo da concentracdo de cadmio em vinagre
utilizando ET AAS.
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6.1. RESPOSTA MULTIPLA IEQ (INDICE DE AVALIACAO QUALITATIVA)

Para determinacé&o de cadmio foi utilizado uma resposta multipla, IEQ. Esta
resposta baseou-se no sinal analitico que foram medidos por valores de absorvancia
integrada, Aint (area de pico) e perfil do sinal analitico obtido, ou seja, foi avaliado o
perfil do pico obtido através do sinal de absorvancia. Como o sinal analitico para
absorcado atbmica em ET AAS é um sinal transiente, ou seja, em uma medida tem-se

um méaximo de absorcao e depois um decaimento do sinal como mostra na Figura 6.

Figura 6 - Sinal analitico de referéncia para absorcéo atbmica em ETAAS.
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sendo assim, um sinal analitico 6timo para ET AAS seria aquele com um perfil
estreito, ou seja, pouca cauda refletindo assim um processo de atomizagdo mais

rapido e efetivo.

A funcéo utilizada nesta etapa do trabalho para calcular a resposta multipla,
foi construida para que todos os parametros estivessem contidos nela. Assim, a
funcdo baseou-se na soma da absorcéo pela razdo da metade da altura do pico pela

largura, para calcular a resposta utilizou-se a seguinte equagéo.
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RM = Aint * +[ (&/2)/1 |*
onde:

» Aint- absorvancia integrada
» a - altura do pico
» | —largura do pico

Para melhor visualizacdo desta funcdo, todas as variaveis estéo

representadas na Figura 7.

Figura 7 - Representacéo das variaveis no pico de absorcgéo
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6.2. INSTRUMENTACAO

Durante a realizac&o deste trabalho, todos os experimentos foram realizados
utilizando o mesmo equipamento que foi empregado no trabalho anteriormente

descrito.

Como fonte de radiacao foi utilizada uma lampada de catodo oco de cadmio

(Varian, Mulgrave, VA, Australia) com comprimento de onda de 228,8 nm e banda
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espectral de 0,5 nm. Foi utilizado argénio como gas de purga, com pureza de 99,997
% (White Martins, Salvador, Brasil), com uma taxa de fluxo interno de 2,0 L min,
durante todas as etapas, exceto durante a atomizacdo, no qual o fluxo foi

interrompido.

6.3. REAGENTES E SOLUCOES

As solucdes e padrdes utilizados foram preparados com 4gua de alta pureza
obtida por um sistema Mille-Q (Millipore, Bedford, EUA) com uma resistividade
especifica de 18 MQ-cm. Todos os reagentes utilizados foram de alto grau analitico.
Os padrdes foram preparados a partir de sucessivas diluicbes de uma solugéao
estoque de cadmio de 1000 mg Lt (Merck, Darmstadt, Alemanha) em &cido nitrico

0,5%. Aluminio foi utilizado como modificador quimico.

6.4. OTIMIZACAO E RESULTADOS PARA DETERMINACAO DE CADMIO
EM AMOSTRA DE VINAGRE DE ALCOOL

Para determinacdo de cadmio em amostras de vinagre de alcool utilizando
ET AAS, foi aplicado planejamento fatorial completo de dois niveis para avaliar a
significancia dos fatores estudados. O planejamento foi construido envolvendo as
variaveis temperatura de atomizacdo, temperatura de pirolise, tempo de pirdlise e
massa de modificador. Assim, a matriz correspondente ao planejamento fatorial
completo para estes fatores, juntamente com seus valores reais e codificados estéo

representados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Matriz do planejamento fatorial completo 24 para determinacédo de cadmio em amostras de

vinagre.

Exp, Py-t At-t ml\ggisf?(?accij%r Py-tempo Abs, IEQ Abs-n IEQ-n Rl\jzﬁiop?;a
1 -1 (400) -1 (1300) -1(3) -1 (5) 0,00975 0,00210 0,2092  0,0322 0,2414
2 -1 (400) -1 (1300) -1(3) 1 (15) 0,00505 0,00400 0,1084  0,0621 0,1705
3 -1 (400) -1 (1300) 1(7) -1 (5) 0,00298 0,00690 0,0639  0,1071 0,1710
4 -1 (400) -1 (1300) 1(7) 1 (15) 0,00117 0,00130 0,0251  0,0202 0,0453
5 -1(400) 1 (1800) -1 (3) -1 (5) 0,04660 0,06090 1,0000  0,9457 1,9456
6 -1(400) 1 (1800) -1 (3) 1 (15) 0,04195 0,04970 0,9002  0,7717 1,6720
7 -1 (400) 1 (1800) 1(7) -1 (5) 0,04275 0,03210 0,9174  0,4984 1,4158
8 -1(400) 1 (1800) 1(7) 1 (15) 0,04124 0,02360 0,8850  0,3665 1,2514
9 1(800) -1(1300) -1(3) -1 (5) 0,01316 0,01730 0,2824  0,2686 0,5510
10 1(800) -1(1300) -1 (3) 1 (15) 0,01337 0,01150 0,2869 0,1786 0,4655
11  1(800) -1(1300) 1(7) -1 (5) 0,00690 0,00400 0,1481  0,0621 0,2102
12 1(800) -1(1300) 1(7) 1 (15) 0,00663 0,00300 0,1423  0,0466 0,1889
13 1(800) 1 (1800) -1 (3) -1 (5) 0,04288 0,06440 0,9202 1,0000 1,9202
14 1(800) 1 (1800) -1 (3) 1 (15) 0,03675 0,04590 0,7886  0,7127 1,5014
15 1(800) 1 (1800) 1(7) -1 (5) 0,04367 0,03220 0,9371  0,5000 1,4371
16 1(800) 1 (1800) 1(7) 1 (15) 0,03850 0,04040 0,8262  0,6273 1,4535
17 0(600) 0 (1550) 0(5) 0 (10) 0,02831 0,00780 0,6075  0,1211 0,7286
18 0(600) 0 (1550) 0(5) 0 (10) 0,02812 0,00740 0,6034  0,1149 0,7183
19 0(600) 0 (1550) 0(5) 0 (10) 0,02929 0,00750 0,6285  0,1165 0,7450
20 0(600) 0 (1550) 0 (5) 0 (10) 0,02857 0,00760 0,6131  0,1180 0,7311

Py-t: temperatura de pirolise; At-t: Temperatura de atomizagéo; Py-tempo: tempo de pirdlise; Abs:
absorvancia integrada; IEQ: Indice de avaliacdo qualitativa; Abs-n ; normalizacdo da absorvancia

integrada; IEQ-n: ; normalizac&o do indice de avaliacdo qualitativa.
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Os valores de absorvancia e a razdo foram normalizados a fim de que os
mesmos tivessem a mesma dimensdo. Os valores normalizados foram obtidos
dividindo-se todos os valores de absorvancia e de razao pelo maior valor encontrado

nas respostas, respectivamente. Assim, as respostas estdo entre O e 1.

Diante desta matriz foi possivel gerar trés graficos de Pareto para avaliar a

significAncia do método e mostrar a concordancia dos dados analisados.

Primeiramente, pode-se avaliar o planejamento estudado observando
apenas os valores de absorvancia. Logo para esta forma temos o grafico de Pareto
demonstrado na Figura 8.

Figura 8 — Grafico de Pareto obtido usando a absorvancia como Unica resposta.
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O grafico demonstra que todos os fatores estudados sdo estatisticamente

significativos. Os valores dos efeitos sao:
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Temperatura de atomizacéo = 0,03442 + 0,00082
Massa de modificador = — 0,00321 + 0,00082
Tempo de pirélise = - 0,00300 + 0,00082

Temperatura de pirdlise = 0,000130 + 0,00082

Pode-se observar, que o fator que apresentou o maior efeito para este
estudo foi a temperatura de atomizacdo. Isso demonstra que quanto maior for a
temperatura um maior numero de atomos estardo livres na fase gasosa obtendo
assim um melhor sinal de absorvancia. Os outros valores por sua vez, também
apresentaram efeito significativo para o dominio estudado, sendo que a temperatura

de atomizacéo foi o fator que apresentou o menor efeito.

Avaliando os fatores em relacdo ao perfil do sinal obtido, ou seja, o IEQ,

gerou-se um gréfico de Pareto demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Grafico de Pareto obtido usando o IEQ como Unica resposta
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O gréfico de Pareto da Figura 9 demonstra similaridade com o gréfico
utilizando somente a absorvancia como resposta, Figura 8, onde para esta avaliagao

os fatores dos efeitos sao:

Temperatura de atomizagéo = 0,03739 + 0,00027
Massa de modificador = — 0,01404 + 0,00027
Tempo de pirélise = — 0,00506 + 0,00027

Temperatura de pirdlise = 0,00476 + 0,00027

Novamente, o efeito da temperatura de atomizacéo foi relativamente maior.
Isso se explica pelo fato de que em temperaturas mais elevadas os atomos vao para
uma fase gasosa mais rapidamente, influenciando diretamente na formacéo do pico
de absorvancia. Outro valor que apresentou um efeito relativamente alto foi a massa
de modificador utilizada, para o qual um valor de massa menor produz resultados
melhores. O modificador quimico, é utilizado para se obter um tempo de residéncia
maior do analito em estudo no forno, isso indica que menores valores de massa de
modificado utilizados estdo garantidos a permanéncia do analito no forno e

liberando-os de uma forma mais rapida na etapa de atomizacao.

Através do planejamento fatorial utilizando a resposta mdltipla, com os
valores de absorvancia e razdo normalizado como resposta, pode-se entdo gerar o

grafico de Pareto para o método proposto, representado na Figura 10.



55

Figura 10 — Grafico de Pareto obtido usando a resposta multipla.
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Avaliando o gréfico de Pareto utilizando a resposta multipla observa-se que
o sinal de absorvancia e o perfil do pico obtido estdo diretamente correlacionados.
Este fato é explicado observando-se os trés gréaficos de Pareto obtidos, onde o fator
que apresentou a maior significancia foi a temperatura de atomizacao seguida por

massa de modificador, tempo de pirélise e temperatura de pirdlise.

Os valores dos efeitos para o planejamento 24 utilizando a resposta multipla

foram:
Temperatura de atomizagéo = 1,319 + 0,017
Massa de modificador = — 0,286 + 0,017
Tempo de pirélise = - 0,143 £ 0,017
Temperatura de pirolise = 0,101 + 0,017

Diante dos efeitos dos fatores avaliados, todos os fatores foram

significativos, demonstrando entéo a aplicabilidade do método proposto.

A eficacia da resposta multipla avaliando o sinal de absorvancia juntamente
com o IQE, pode ser observado através das Figuras 11 e 12 que representam 0s
sinais dos experimentos 7 e 13.
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Figura 11 — Sinal analitico do experimento 7 a uma temperatura de atomizacdo de 1800° C,
temperatura de pirélise de 400 °C, tempo de pirélise de 5 s e massa de modificador de 7 ug
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Figura 12 — Sinal analitico do experimento 13 a uma temperatura de atomizacdo de 1800°

C, temperatura de pirélise de 800 °C, tempo de pirélise de 5 s e massa de modificador de 3 pg.
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Nestes dois casos, pode-se observar claramente que as formas dos dois
picos de absorvancia sdo bastante diferentes. Isso é demonstrado também pelo
valor do IEQ, onde os valores para o experimento 7 e 13 sao 0,03210 e 0,06440,
respectivamente. Contudo, numa avaliagdo mais criteriosa, evidenciando os sinais
de absorvancia integrada para os experimentos 7 e 13, os valores sdo bastante

semelhantes, 0,04275 e 0,04288, respectivamente). Logo estes aspectos mostram
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mais um indicio da eficiéncia do método, isso € corroborado com a resposta multipla
obtida através da funcgéo criada, sendo que para o experimento 7 o valor € de 1,4158

e 1,9201 para o experimento 13, o qual apresentou melhor resultado qualitativo.

Diante dos resultados obtidos, foi escolhido um novo dominio experimental
para a determinacédo das condi¢cdes 6timas utilizando o planejamento Box-Behnken
para determinacdo de cadmio em amostras de vinagre de alcool. Os valores do novo
dominio experimental estdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Matriz do planejamento Box-Behnken.

Exp, Pyt  Py-time At-t M'\ggff?fa‘;ir Abs IEQ  Abs-n  IEQ-n Rl\jzﬁiopslga
1 -1(500) -1(6)  0(1800) 0@ 004197 004819 09491 06711  1,6202
> 1(900) -1(6) 0 (1800) 0@ 003170 005055 07169 0,7039 14814
3 -1(00) 1(10) 0 (1800) 0@ 004183 004863 09460 06772 16814
4  1(00)  1(10) 0 (1800) 6 0,02345 004803 0,5303 0,6688  1,2567
5  0(7000 0(8  -1(1600) 102 004241 002660 09591 0,3704  1,3614
6 0(700) 0(8  1(2000) 102 004073 006479 09211 09022  1,9010
7 0(700)  0(8)  -1(1600) 1(4) 004342 001987 0,9819 02767  1,2824
8  0(700) 0(8  1(2000) 1(4) 0,03797 007181 0,8587 1 1,447
9 0(700) 0(8  0(1800) 6 0,04175 005866 09441 08169  1,8313
10 -1(500) 0(8)  0(1800) 1) 0,03874 004839 08761 06739  1,6079
11 1(90)  0(8)  0(1800) 1) 001991 003741 04503 05210  1,0160
12 -1(500) 0(8)  0(1800) 1(4) 0,04422 0,03769 1 05249  1,5701
13 1(900) 0(8)  0(1800) 1(4) 002620 004402 05925 06130  1,2583
14 0(700)  -1(6)  -1(1600) 0@ 004342 001773 09819 02469  1,2501
15 0(700)  1(10) -1 (1600) E) 004262 002359 0,9638 03285  1,3206
16 0(700) -1(6)  1(2000) E) 003816 006612 08630 0,208  1,8630
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27
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0 (700)
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-1 (500)

1 (900)

0 (700)

0 (700)

0 (700)

0 (700)

0 (700)

1 (10)

0 (8)

0(8)

0 (8)

0(8)

0 (8)

-1(6)

1 (10)

-1(6)

1 (10)

0 (8)

1 (2000)

0 (1800)

-1 (1600)

-1 (1600)

1 (2000)

1 (2000)

0 (1800)

0 (1800)

0 (1800)

0 (1800)

0 (1800)

0(3)

0(3)

0(3)

0(3)

0(3)

0(3)

-1(2)

-1 (2)

1(4)

1(4)

0(3)

0,03824

0,04283

0,03980

0,02276

0,03653

0,02255

0,04328

0,04148

0,04380

0,04086

0,04376

0,06522

0,05265

0,02049

0,02256

0,06869

0,05830

0,05553

0,06008

0,04594

0,04931

0,05403

0,8648

0,9686

0,9001

0,5147

0,8261

0,5099

0,9787

0,9380

0,9905

0,9240

0,9896

0,9080

0,7332

0,2853

0,3142

0,9566

0,8119

0,7733

0,8367

0,6397

0,6867

0,7524

1,8511

1,7648

1,2099

0,8560

1,8650

1,3917

1,8185

1,8466

1,6852

1,6698

1,8068

Py-t: temperature de pirélise;, At-t: Temperatura de atomizacgao; Py-tempo: tempo de pirdlise; Abs:
absorvancia integrada; IEQ: Indice de avaliacao qualitativa; Abs-n; normalizagdo da absorvancia
integrada; IEQ-n: normalizac&o do Indice de avaliacdo qualitativa.

Com os valores obtidos através do planejamento Box-Behnken, foram

geradas as superficies de resposta, que sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 — Superficies de respostas obtidas através da matriz Box Behnken.
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O modelo matematico obtido pelo Box-Behnken foi utilizado para obter as
condicbes de maximo utilizando a resposta multipla como resposta quimiométria.
Assim os valores 6timos para as condi¢cdes experimentais na determinacdo de
cadmio para o intervalo estudado, estédo indicados na Tabela 10

Tabela 10 — Valores das condi¢Bes experimentais 6timas para determinacdo de cadmio em vinagre

de alcool.

Minimo Critico Maximo
Temperatura de pirélise 500 643.022 900
Tempo de pirdlise 6 7.066 10
Temperatura de atomizagéo 1600 1991.467 2000
Massa de modificador 2 3.025 4
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Como o software do GF AAS nédo permite adicionar estes valores, os valores
utilizados para todo o restante do trabalho foram: temperatura de pirélise de 645 C°,
tempo de pirdlise de 7 s, temperatura de atomizacdo de 2000C° e massa de

modificador de 3 ug.

6.5. CURVAS DE CALIBRACAO PARA AVALIACAO DO EFEITO DE
MATRIZ

Utilizando as condi¢des otimizadas, foi avaliado o efeito de matriz, onde
foram comparadas as inclinagcdes das curvas de calibracdo externa e a de calibracéo
com adi¢cao de padrao.

As duas curvas estao apresentadas na Figura 14.

Figura 14 — Curvas de calibracéo externa e calibracdo com adi¢do de analito.
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Assim, a curva de calibragdo externa apresentou a equagéo Abs = (0.0726 +
0.0039)[Cd] + (0.0012 £ 0.0010) e a curva de calibragdo com adicdo de padrao
apresentou a equacado Abs = (0.0743 + 0.0035)[Cd] + (0.0048 £+ 0.0011). Como
podem ser observadas, as inclinagdes das duas curvas nao apresentaram diferenca
significativa com uma confianga de 95%. Este teste demonstra que a curva de
calibracdo externa pode ser utilizada para a quantificacdo cadmio nas amostras de

vinagre de alcool, pois ndo ha interferéncia de matriz na determinacéo direta.
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6.6. VALIDACAO DO METODO

6.6.1. Parametros analiticos

O método proposto foi validado mediante a obtencdo de seus parametros
analiticos, como limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo
estimada como RSD(%) e massa caracteristica. Os valores destes parametros sao

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores de LD, LQ, RSD (%), e massa caracteristica para o0 método proposto.

LD 14,0 ng L!
LQ 42,0 ng L1
RSD 1,9%
Massa caracteristica 1,2 pg

6.6.2. Exatidao

Devido a inexisténcia de material de referéncia certificado ou até mesmo um
que apresentasse caracteristicas proximas para vinagre, a exatiddo do método
proposto foi avaliada através da comparacdo dos resultados de concentracdo de
cadmio obtidos pelo método direto com aqueles obtidos pelo método da digestao
acida. As amostras foram submetidas a digestdo acida em um sistema de refluxo
(FERREIRA et al., 2013c), no qual foram utilizados 5 mL de amostras, 4 mL de acido
nitrico concentrado e 3 mL de peroxido de hidrogénio. A concentracdo de cadmio
das amostras digeridas foram determinadas por ET AAS. A Tabela 12 mostra os

valores de concentracdo de cadmio obtidos pelos dois métodos.



Tabela 12 — Comparacao dos valores de concentracéo de cadmio obtidos pelo método de analise

direta com o método de digestdo
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Método direto  Desvio N° de Método de digestdo  Desvio
Amostra RSD(%)
(ng LY padrao observacdes (ng LY padrao
AV1 47,50 + 1,60 0,64 1,35 3 48,49 + 1,27 0,51
AV2 88019 20,54 2,33 7 890+ 10 4,02
AV3 27,86 £ 1,09 0,44 1,58 3 28,78 £ 0,25 0,10
AV5 47,55+ 0,47 0,51 1,07 7 45,92 + 0,90 0,36
AV6 24,98 = 1,02 0,41 1,64 3 24,57+ 0,82 0,33
AV13 20,31+ 0,97 0,39 1,92 3 20,01 +1,02 0,41
6.7. APLICAC;AO DO METODO PROPOSTO

O método proposto para determinacdo de cadmio em amostras de vinagre

de &lcool foi aplicado nas 13 amostras citadas no item 4. As concentracbes de

cadmio obtidas para as amostras estdo apresentados na Tabela 13. Todos os

resultados foram avaliados a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 13 — Avaliacdo de cadmio em vinagre de alcool utilizando o método com resposta multipla

proposto.
Amostras [Cd]lng L? Amostras [Cdlng Lt
<LOQ
AVL 47,50 + 1,60 AVS
<LOQ
Av2 880 +19 Av9
<LO
AV3 27.86 + 1,09 AV10 Q
<LOQ
Av4 <LOQ Av1l
<LOQ
AVS 47,55 + 0,47 AVL2
AV6 24,98 + 1,02 Av13 20,31 + 0,07
<LOQ

Av7
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7. DETERMINACAO DE MERCURIO EM VINAGRE SE ALCOOL POR CV HR-CS
AAS

7.1.INTRUMENTACAO

Para as medidas do teor de mercurio, foi utilizado um espectrébmetro de
absorcdo atdbmica com fonte continua de alta resolugdo modelo ContrAA 700
(Analytik Jena AG, Jena, Alemanha). Como fonte de radiagdo, o ContrAA 700
possuia uma lampada de arco curto de xenbnio com alta intensidade de radiacédo
operando no modo hot-spot, com uma intensidade de corrente de 13 A. O mesmo
possui um monocromador duplo de alta resolucdo e um dispositivo de carga
acoplada (CCD) como detector. Todas as medidas foram realizadas usando a linha
principal do mercurio, a qual possui comprimento de onda de 253,6519 nm. A
medida do sinal analitico neste trabalho foi determinada através da altura do pico de

absorvancia.

Um sistema de geracdo de hidreto/vapor frio, médulo HS50 (Analytik Jena
AG), como mostra na Figura 15, foi acoplado ao espectrometro para geragcédo de

vapor frio de mercurio.

Figura 15 - Desenho esquematico do sistema de geragéo de vapor frio de mercurio utilizando mdédulo
HS50 adaptado e acoplado ao HR-CS AAS. Fonte: SILVA 2012
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7.2.REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de alto grau analitico. Os
padrbes de mercurio foram preparados a partir de sucessivas diluicdes de um
padrao de 1000 mg L' (MERCK, Alemanha) em acido nitrico 0,05%. Para
preparacdo das solucdes padrdes, utilizou-se agua ultrapura obtida a partir de um
sistema de purificagdo de agua modelo Milli-Q Plus (Bedford, MA, USA), com

resistividade especifica de 18,2 MQ cm-1.

A solucédo de hidréxido de sédio 0,05% (m/v), necesséria para estabilizacdo
da solucdo de tetrahidroborato de sodio, foi preparada dissolvendo-se 0,50 g de

hidroxido de sédio em agua ultrapura para um volume final de 500 mL.

Uma solucdo de acido cloridrico com concentragdo de 6,0 mol L foi
preparada a partir da diluicdo e um acido concentrado (MERCK, Alemanha) 37% em

agua ultrapura.

Solucéo de tetrahidroborato de sddio 1% (m/v) foi preparada em hidréxido de
sodio 0,05%.

Solugdes de tiouréia 1 % (m/v) utilizada no procedimento foram preparada a

partir da dissolucdo de 0,25 g de tiouréia (MERCK, Alemanha) em &gua ultrapura.

7.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para o preparo das amostras, um volume de 12,5 mL de amostra de
vinagre foi transferido, para um baldo de 25 mL, e 3,10 mL de HCI concentrado
foram adicionados para que atingisse uma concentracdo final de 1,5 mol Lt. O
sistema foi entdo submetido a sonicacdo em banho ultrassénico a uma temperatura
de 50°C. Apo6s sonicacdo e resfriamento, a solugcdo foi avolumada com agua
ultrapura e 10 mL foram transferidas para frasco reacional (tubo de centrifuga 50
mL), ao qual foi adicionado de alcool isoamilico como antiespumante e em seguida
foram feitas as analises. Na sequéncia, foram realizadas as medidas de mercurio

por HR-CS AAS usando o modulo HS 50 para geracdo de vapor frio. Para isso, 4 mL
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de solucao de redutora foram pneumaticamente injetados no frasco reacional, sendo
o mercurio (II) reduzido a Hg® O vapor de mercurio gerado foi entdo transportado
para a célula de quartzo, pelo gas argoénio, e a medida de Hg foi realizada em
253,6915 nm.

7.4. OTIMIZAC}AO E RESULTADOS PARA ,DETERMINAC}AO DE
MERCURIO EM AMOSTRA DE VINAGRE DE ALCOOL

A otimizacdo das condicOes experimentais consiste na realizacdo de
diversos ensaios para que se tenha uma condicdo 6tima para o sistema proposto.
Para isso foi feito primeiramente um planejamento fatorial completo 24, para analisar
quais fatores possuiam significancia e se havia interacao entre eles. A partir destes
dados foi aplicado um planejamento Box-Behnken para obtencdo das condi¢cdes

Otimas do método proposto.

Como fatores foram analisados, volume de tetrahidroborato de sodio, volume
alcool isoamilico, concentracdo de tiouréia e tempo de sonicagdo, assim como das
interacdes entre eles. Os outros fatores inclusos neste trabalho, como concentragéo
de acido cloridrico, concentracdo e volume de tetrahidroborato de soédio, foram
fixados utilizando as condicbes experimentais para geracdo de vapor frio de

mercurio, ja otimizadas no trabalho de SILVA (2012b).

7.4.1. Planejamento fatorial completo 24

O planejamento fatorial completo 24 foi aplicado para estudos preliminares
de quais fatores poderiam ser significantes no método proposto, juntamente com
suas interagoes. Para isso foram utilizados 10 mL de amostra e em seguida, suas
absorbéancias foram determinadas por HR-CS AAS. As respostas obtidas através
dos experimentos foram avaliadas em termos de absorvancia (altura de pico). A

matriz do planejamento fatorial completo esta representada na Tabela 14.



Tabela 14 - Matriz do planejamento fatorial completo (24) com valores reais e codificados e as
respostas analiticas em absorvancia.

Exp. V.(mLmin?) Vol ac*(ul)  C.uwo*(%) T.somc*(Min)  Aps
1 +(30) + (400) +(0,1%) + (40) 0,02111
5 +(30) + (400) +(0,1%) - (20) 0,03318
3 +(30) + (400) - (0,0%) + (40) 0,01209
4 +(30) + (400) - (0,0%) - (20) 0,00795
5 +(30) - (200) +(0,1%) + (40) 0,01457
5 +(30) - (200) +(0,1%) - (20) 0,02448
. +(30) - (200) - (0,0%) + (40) 0,01690
3 +(30) - (200) - (0,0%) - (20) 0,00831
9 - (14) + (400) +(0,1%) + (40) 0,01248
10 - (14) + (400) +(0,1%) - (20) 0,01460
11 - (14) + (400) - (0,0%) + (40) 0,00629
12 - (14) + (400) - (0,0%) - (20) 0,00707
13 - (14) - (200) +(0,1%) + (40) 0,01098
14 - (14) - (200) +(0,1%) - (20) 0,01120
15 - (14) - (200) - (0,0%) + (40) 0,00688
16 - (14) - (200) - (0,0%) - (20) 0,00658
Pc 0 (14) 0 (300) 0 (0,05%) 0 (30) 0,01922
Pc 0 (14) 0 (300) 0 (0,05%) 0 (30) 0,01836
Pc 0 (14) 0 (300) 0 (0,05%) 0 (30) 0,01970
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* V — Vazdo de boridreto (mL min-1), Volac — volume de &lcool isoamilico, Cio — concentragéo de

tioureia e T. sonic — tempo de sonicagéo.
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A partir das respostas obtidas através do planejamento fatorial completo foi
possivel gerar um gréfico de Pareto, a partir do qual se pode analisar a significancia

dos fatores investigados, bem como de suas interacdes.

Figura 16 — Grafico de Pareto do planejamento fatorial completo 24.
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Effect Estimate (Absolute Value)

Analisando o grafico de Pareto, pode-se observar que todos os fatores

estudados foram significativos.
Concentracéo da tiouréia = 0,0088 + 0,0014
Vazéo do tetrahidroborato de sodio = 0,0078 + 0,0014
Volume de alcool isoamilico = 0,0018 + 0,0014

Tempo de sonicacéo = - 0,0015 £+ 0,0014

O fator de maior significancia foi a concentracdo da tiouréia, que apresentou
um efeito positivo, isso quer dizer que, com o0 aumento da concentracdo da tiouréia

tem-se uma maior resposta analitica, pois a tiouréia atua como agente complexante
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para o mercurio. Outro fator que apresentou um alto valor de significancia foi a
vazao de tetrahidroborato de sddio que teve um efeito positivo, ou seja, assim como
a concentracdo da tiouréia, aumentando a vazdo a resposta analitica também
aumenta. Isso se ocorre, pois com um maior aumento de vazao uma quantidade
maior de tetrahidroborato de sédio € injetada no tubo reacional, onde ocorre a
reducdo de mercurio de modo mais rapido. O tempo de sonicacdo nao apresentou
uma significancia relevante, contudo sua interacdo com a concentracdo de tiouréia
foi bastante significativa, isso ocorre devido ao fato de que, quanto maior o tempo de
sonicacdo maior serd a quantidade de mercario que sera extraida da amostra e

complexada com a tiouréia.

Diante dos resultados do planejamento fatorial completo 24 foi aplicado o
planejamento Box-Behnken a fim de se obter as condi¢bes Otimas dos fatores em
estudo (vazéo tetrahidroborato de sédio, tempo de sonicacdo e concentracdo de

tiouréia) para determinacdo de Hg em amostras de vinagre de &lcool in natura.

7.4.2. Planejamento Box-Behnken

Para obter as condi¢des 6timas para determinacédo de mercurio em amostras
de vinagre usando CV-HR AAS, foi construido um planejamento Box-Behnken com
as trés variaveis: vazao tetrahidroborato de sodio, tempo de sonicacdo e
concentracdo de tiouréia. Isto gerou uma matriz com 15 experimentos. As variaveis
e 0s seus respectivos dominios foram estabelecidos apos a avaliagdo do gréafico de
Pareto que foi obtido no planejamento fatorial 24. Mesmo tendo valor significativo, o
volume de alcool isoamilico foi fixado em 400 pL. A Tabela 15 mostra a matriz com
os valores codificados e os valores reais dos fatores utilizados no planejamento Box-

Behnken.



Tabela 15 — Matriz Box-Behnken para determinacéo de mercurio.
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Exp C. 1io*(%). T. sonic*(Min) V. (mL min®) ABS
1 -1 (0,2%) -1 (5) 0 (35) 0,02283
2 1 (0,6%) -1 (5) 0 (35) 0,03897
3 -1 (0,2%) 1 (25) 0 (35) 0,04258
4 1 (0,6%) 1 (25) 0 (35) 0,03677
5 -1 (0,2%) 0 (15) -1 (22) 0,02160
6 1 (0,6%) 0 (15) -1 (22) 0,01681
7 -1 (0,2%) 0 (15) 1 (48) 0,03543
8 1 (0,6%) 0 (15) 1 (48) 0,04846
9 0 (0,4%) -1 (5) -1 (22) 0,03046
10 0 (0,4%) 1 (25) -1 (22) 0,03535
11 0 (0,4%) -1 (5) 1 (48) 0,04306
12 0 (0,4%) 1 (25) 1 (48) 0,06946
Pc 0 (0,4%) 0 (15) 0 (35) 0,06730
Pc 0 (0,4%) 0 (15) 0 (35) 0,06415
Pc 0 (0,4%) 0 (15) 0 (35) 0,07062

*V — Vazao de boridreto (mL min-1), Volac — concentracao de tioureia e T. sonic — tempo de sonicacao.

A partir dos dados obtidos através dos experimentos, pode-se entdo gerar o

grafico de Pareto para o planejamento Box-Behnken e suas respectivas superficies

de resposta. A figura 16 mostra o grafico de Pareto gerado através do planejamento.
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Figura 17 - Gréfico de Pareto para o planejamento Box-Behnken
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A Figura 17 mostra a significAncia de cada fator no planejamento Box-
Behnken. Pode-se observar que todos os fatores foram significativos para o dominio

experimental estudado, sendo que a tiouréia foi o fator mais significativo.

As Figuras 18, 19, 20 mostram as superficies de resposta encontradas para

o planejamento Box-Behnken.

Figura 18 — Superficie de resposta gerado a partir do planejamento Box-Behnken para

ABS vs tempo de sonicacdo vs concentracado de tiouréia.

SON
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Figura 19 — Superficie de resposta gerado a partir do planejamento Box-Behnken para

ABS vs vazéo tetrahidroborato de sddio vs concentracédo de tiouréia.

Figura 20— Superficie de resposta gerado a partir do planejamento Box-Behnken para ABS vs vazéo
tetrahidroborato de sédio vs tempo de sonicagéo.

Observando as Figuras 18, 19, 20, conclui-se que a regidao de 6timo dos
fatores avaliados esta dentro do dominio experimental estudado. Os valores
otimizados para o método proposto foram: 41,48 mL mint! para vazédo
tetrahidroborato de sodio, 19,79 min para o tempo de sonicacdo e 0,41% para a
concentragéo de tiouréia. Porém, devido a limitagdes do equipamento os valores

foram aproximados.



72

A Tabela 16 mostra as condi¢cfes 6timas para determinacdo de mercurio em

amostras de vinagre de alcool empregando o método proposto.

Tabela 16 — Condicdes 6timas para determinagdo de mercurio em vinagre de alcool empregando CV-
HR AAS.

Fator Valores 6timos
[HCI] 1,5 mol L
[NaBH4] 1%
Volume de NaBH4 4 mL
Volume de alcool isoamilico 400 uL
[Tiouréia] 0,4%
Tempo de sonicacéo 20 min
Vazao tetrahidroborato de sédio 42 mL min?

A Tabela 17 apresenta a Analise de Variancia (ANOVA) gerada a partir dos
dados experimentais obtidos e mostra que para o dominio experimental estudado o
método proposto ndo apresentou falta de ajuste.

Tabela 17 — ANOVA gerada a partir dos valores obtidos experimentalmente. Termos significativos
estdo destacados em vermelho.

Fator SS f MS F p
(1) C. tio*(%) L+Q 0,002002 2 0,001001 95,78812 0,010332
(2) T. sonic*(min) L+Q 0,000599 2 0,0003 28,67851 0,033694
(3) V. (ML min-1) L+Q 0,001761 2  0,00088  84,23935  0,011732
1*2 0,00012 1 0,00012 11,51966 0,076925

1*3 0,000079 1 0,000079 7,60025 0,11024
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2*3 0,000116 1 0,000116 11,10354 0,079473
Falta de ajuste 0,000024 3 0,000008 0,77321 0,606489
Erro puro 0,000021 2 0,00001

Total SS 0,00441 14

7.5. CURVAS ANALITICAS PARA AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ

A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada a partir da comparagao da
inclinacdo da curva de calibracdo externa com a inclinacdo da curva obtida através
da técnica de adicdo de padrdo. A Figura 21 mostra as curvas obtidas através das
duas técnicas. A curva de calibracdo externa apresentou a equacao ABS = (0,0677 +
0,0021) [Hg] + (0,0086 * 0,0039), enquanto a curva obtida pela técnica de adicéo de
padrdo apresentou a equacdo ABS = (0,0664 + 0,0020) [Hg] + (0,0343 = 0,0037),
ambas a um nivel de confianca de 95%. Sendo assim, pode-se concluir que as
inclinacbes das duas curvas sdo estatisticamente semelhantes, a um nivel de
confianca de 95%. Desta forma, pode-se aplicar a técnica de calibracdo externa para

determinacao de mercurio em amostras de vinagre de alcool pelo método proposto

Figura 21 — Curvas de calibracdo externa em meio acético - alcoélico 4% v/v (-----) e curva de adicdo
de analito (-----).
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7.6. VALIDACAO DO METODO

7.6.1. Precisao

A precisdo do método proposto foi avaliada através dos limites de deteccéo
(LD), limites de quantificacdo (LQ) e RSD(%), os valores s&o apresentados na
Tabela 18.

Tabela 18 — Caracteristicas analiticas para o0 método dedeterminac¢édo de mercurio.

LD 14,0 ng L
LQ 47,0 ng L
RSD 3,1%

A linearidade da curva analitica também foi avaliada para propdsitos de
validacdo do método. Pode-se observar que o método apresentou uma faixa linear

de concentracdo na faixa de 0,047-20 pg L* de mercurio.

Devido a inexisténcia de material de referéncia certificado ou até mesmo um
material que apresentasse caracteristicas similares a do vinagre, a exatiddo do

método proposto foi avaliada através da técnica de adicdo e recuperacéo de analito.

Os valores de recuperacdo para mercurio em amostras de vinagre de &lcool
podem ser encontrados na Tabela 19, onde apresentaram valores em torno de
100%.
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Tabela 19 - Valores de recuperacéo para determinacao de mercurio em amostras de vinagre de
alcool.

Amostra Va5
Adicionado Concentragdo Hg (ng L) Recuperacéo (%)
0 398,25 (797,9)* _
0,5 895,55 99
2,0 2346,25 97

* Valor real da amostra considerando o fator de diluicao.

7.7. DETERMINACAO DE MERCURIO EM AMOSTRAS DE VINAGRE DE
ALCOOL

O método proposto foi entdo aplicado para a andlise das 13 amostras de
vinagre alcool. Assim, os valores de concentracdo de mercuario encontrados nas

amostras analisadas estédo dispostos na Tabela 20.

Tabela 20 — Concentracdo de mercudrio em amostras de vinagre de alcool obtidas pelo método
proposto.

AMOSTRA CONCENTRACAO Hg (ng L) | AMOSTRA CONCENTRAGCAO Hg (ng L)

1 3185 +41,1 8 <LQ

2 218,6 + 61,2 9 206,9 + 32,5

3 330,3 42,9 10 280,4 + 61,8

4 286,7 + 4,0 11 <LQ

5 797,9 + 101,0 12 759,4 + 46,7

6 567,3 + 16,2 13 58,1 + 25,6

7 486,5 + 10,5
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8. CONCLUSAO

A determinacdo de metais em vinagre torna-se de fundamental importancia
pelo seu extenso consumo, bem como a quantificacdo de metais que sdo toxicos

mesmo em niveis de traco.

Os métodos desenvolvidos para determinacdo de chumbo, cadmio e
mercurio em vinagre de alcool mostraram-se adequados para determinacdo destes
metais, apresentando bons limites de deteccdo e quantificacdo, precisao e exatidao

satisfatorias.

A determinacdo direta mostrou-se satisfatéria a medida que nao houve
necessidade de preparo de amostra minimizando, assim, fontes de contaminagéo da
amostra, perdas de analitos volateis, o consumo de reagentes e a geracdo de

residuos.

Para o chumbo, o cadmio e o mercario os valores de concentracdo
encontrados nas amostras de vinagre de &alcool foram sempre menores que 0sS

valores estabelecidos pela legislacéo.

O método proposto para determinacéo direta de chumbo em amostras de
vinagre de alcool por ET AAS demonstrou ser um método muito eficaz devido a sua
sensibilidade e seletividade. Além de apresentar baixo limite de quantificacdo para

determinacao de chumbo.

O emprego da funcao IEQ para avaliar qualitativa e quantitativamente os
sinais obtidos durante a otimizagdo multivariada do método proposto para
determinacdo das concentracdes de cadmio em vinagre por ET AAS aplicando a
resposta multipla resposta quimiomeétrica foi satisfatério, aléem de apresentar gerar
modelos que foram validados e se apresentaram bem ajustados aos dados

experimentais.

O método proposto apresentou precisao e exatiddo adequadas e tem um
limite de quantificacdo, que € suficientemente baixo para a determinacdo das

concentraces de cadmio em vinagre.
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Para determinacdo de mercurio em amostras de vinagre de alcool, o0 método
proposto mostrou-se eficiente, obtendo boa preciséo e exatiddo e limites de

guantificacdo adequados para a determinacdo deste metal.

O uso da otimizagdo multivariada, apresentou ser uma ferramenta eficaz
para otimizacdo das variaveis experimentais que foram significativas para

determinacdo de mercurio por CV AAS.

O vinagre ndo possui uma legislacdo de controle especifica, 0 mesmo é
avaliado apenas pelo teor de acidez volétil, extrato seco reduzido, concentragdo de
alcool, cinzas, cloretos e sulfatos (RIZZON; MIELE, 1998). Assim, o Unico modo de
investigar se os teores dés chumbo, cadmio e mercurio encontrados nas amostras
sdo toleraveis € fazendo uma comparacdo com outros tipos de alimentos que
possuem caracteristicas semelhantes, como bebidas alcodlica fermentadas, sucos
de frutas e xaropes naturais e bebida alcoodlica fermento-destiladas.
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