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RESUMO

Estabelecer procedimentos simples, rapidos, eficientes e com preparo de
amostras de baixo custo para determinar elementos em amostras de carne € um
aspecto relevante para fins nutricionais e de saude. Por esta razdo, um sistema
de digestdo com aquecimento condutivo em frasco fechado (CHDS), foi avaliado
recentemente para a decomposi¢cdo de amostras “in natura” de musculo, figado e
rim (bovino, suino e frango) visando a determinagdo de macronutrientes (Ca, Mg,
Na, K, S e P), micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Mo, Se e Zn) e contaminantes
inorganicos (As, Cd, Cr e Pb) por espectrometria de emissédo éptica com plasma
acoplado indutivamente (ICP OES) e espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS). O aperfeicoamento feito no CHDS foi
planejado para melhorar a seguranga, a praticidade e a robustez do sistema.
Entre elas destaca-se a adaptagdo de um pistdo a gas na tampa do gabinete de
digestéo; isolamento dos frascos no interior do gabinete de digestdo; tampa de
Teflon com sistema simples de alivio de pressao ao fim da decomposicao sem
manuseio do frasco. A precisdo foi avaliada analisando trés materiais de
referéncia certificados digeridos pelo CHDS. As recuperagbes para Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn, Na, K, S, P e Zn determinados por ICP OES, variaram entre 85 a 106%.
Para As, Cd, Cr, Mo, Pb e Se determinados por ICP-MS, foram obtidas
recuperacoes entre 92 a 110%. A eficiéncia da digestado também foi avaliada pela
determinacéo do teor de carbono residual, que variou de 10 a 12% m m'. Quando
as amostras de carne foram digeridas usando o CHDS, os resultados para Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn, Na, K, S, P e Zn determinados por ICP OES e para As, Cd, Cr,
Mo, Pb e Se determinados por ICP-MS foram concordantes com aqueles obtidos
apos digestao acida assistida por radiagédo micro-ondas em frasco fechado (MW-
AD). Ao utilizar o CHDS, os limites de quantificacdo foram similares aos obtidos
com a MW-AD para todos os analitos. O CHDS é capaz de digerir 800 mg de
amostra de carne “in natura” utilizando 2 mL de HNOs e 1 mL H202. O
procedimento proposto foi capaz de atender a Instrugdo Normativa da Secretaria
de Defesa Agropecuaria (SDA) n® 13 que trata do monitoramento de residuos e
contaminantes em carnes para As, Cd e Pb. Os resultados obtidos neste estudo
estendem as aplicagdes do CHDS para amostras com maior teor de gordura, tais
como musculo, figado e rim. Este sistema de digestdo simples e de baixo custo
pode ser utilizado para preparar amostras para determinagao subsequente de um
grande numero de elementos por espectrometria de ICP, incluindo espécies
volateis, tais como, As, Cd e Se.

Palavras-chave: Aquecimento condutivo em frasco fechado. CHDS. ICP OES.
ICP-MS. Carne.



ABSTRACT

Establishing simple, fast, efficient and low-cost sample preparation procedures to
determine elements in meat samples is a relevant aspect for nutritional and health
purposes. For this reason, the recently proposed closed-vessel conductively-
heated digestion system (CHDS) was evaluated for the decomposition of muscle,
liver and kidney (cattle, pigs and chickens) samples fresh aiming for the
determination of macronutrients (Ca, Mg, Na, K, S and P), micronutrients (Cu, Fe,
Mn, Mo, Se and Zn) and inorganic contaminants (As, Cd, Cr and Pb) by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). The optimization of the
CHDS was planned to improve safety, practicality and robustness such as
adaptation of a gas piston in the digestion cabinet cover, isolation of vessels inside
the digestion cabinet and a Teflon cap with a simple pressure relief system in the
end of the decomposition without handling the vessel. The accuracy was
evaluated by analyzing three certified reference materials digested by the CHDS.
Recoveries for Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, K, S, P and Zn determinations by ICP
OES varied from 85 to 106%. For As, Cd, Cr, Mo, Pb and Se determinations by
ICP-MS, recoveries within the 92-110% were obtained. The digestion efficiency
was also evaluated by determining the residual carbon content, which varied from
10 to 12% m m'. When fresh meat samples were digested using the CHDS,
results for Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, K, S, P and Zn determinations by ICP OES
and for As, Cd, Cr, Mo, Pb and Se determinations by ICP-MS were in agreement
with those obtained after closed-vessel microwave-acid digestion (MW-AD). When
using the CHDS, limits of quantification were similar to those obtained with the
MW-AD for all analytes. The CHDS enabled the digestion of 800 mg of fresh meat
with 2 mL of HNO3 and 1 ml of H202. The proposed procedure was able to attend
the normative instruction of agricultural defense secretary SDA N°. 13 for As, Cd
and Pb. The results obtained in this study extend the applications of the CHDS to
samples with higher contents of fat such as muscle, liver and kidney. This simple
and low-cost digestion system can be used to prepare samples for subsequent
determination of a large number of elements by ICP spectrometry, including
volatile species such as As, Cd and Se.

Keywords: Closed-vessel conductively heated. CHDS. ICP OES. ICP-MS. Meat.
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1. INTRODUGCAO

A carne é um alimento importante a nutrighio humana por ser fonte de
proteinas, vitaminas A e B12 e elementos quimicos essenciais tais como, ferro e
selénio (BIESALSKI, 2005). A carne contém aproximadamente 75% (m/m) em agua
(com variagdo de 65 a 80%) e sua composi¢cdo depende da espécie animal, raga,
sexo, maturidade, regime alimentar, dentre outros. As proteinas representam 19%
(m/m) com variagéo de 16 a 22% e é um dos componentes mais importantes no
aspecto nutricional. O teor de carboidratos & baixo, variando de 0,5 a 1,3% (m/m).
Além disso, as carnes possuem varios compostos inorganicos que totalizam
1% (m/m) (ZENEBON, 2008).

De toda produgao do Brasil, 25% sao destinados a exportagao, o restante é
consumido no mercado interno. Em 2013, o consumo per capita de carnes
aumentou em relagdo ao ano anterior chegando a 37,4 kg de carne bovina; 43,9 kg
de carne de aves e 14,1 kg de carne suina. A participacdo do Brasil no comércio
internacional de carne bovina, suina, de aves e equina vem crescendo a cada ano.
Estimativas feitas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
indicam que a producdo nacional de carnes suprira cerca de 44,5% do mercado
mundial até 2020 (BRASIL, 2015a). Deste modo, as exigéncias para que o pais
acesse os mercados externos, especialmente o da Unido Européia, aumentam a
cada ano.

Dentre os problemas enfrentados pela industria de carnes, um dos mais
relevantes é a potencial presenga de residuos e contaminantes nos tecidos dos
animais (SOFOS, 2008). Em 1961, a Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) e a World Health Organization (WHQO) estabeleceram o Codex
Alimentarius para elaborar a legislagao alimentar internacional.

Em 2006, a Comissdo Européia estabeleceu as concentragdes maximas
permitidas de Cd, Hg, Pb e Sn através da legislagdo 1883/2006 (COMMISSION OF
THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2006). Segundo esta legislagdo, as
concentragdes maximas permitidas de contaminantes inorganicos em carnes sao de
50 pg kg™ em musculo (bovino, suino, ovino e de aves), 500 ug kg em figado
(bovino, suino, ovino e de aves) e 1000 ug kg™' em rim (bovino, suino, ovino, equino

e de aves) para Cd; 100 ug kg' em musculo (bovino, suino, ovino e aves), 500 ug
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kg' em figado e rim (bovino, suino, ovino e de aves) para Pb. Essa legislagdo é
mais restritiva quando comparada a de 2001 (n° 466/2001).

No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
produtos de origem animal (PNCRC/Animal) foi implementado pelo MAPA com o
objetivo de promover a garantia de qualidade do sistema de produgao de alimentos
de origem animal. As diretrizes, programas, planos de trabalho e acgdes
correspondentes constam na Instrucao Normativa SDA N° 42, de 20 de dezembro de
1999 (BRASIL, 1999). Os procedimentos executados no ambito do PNCRC/Animal
sdo compostos pela amostragem homogénea e aleatoria das diversas espécies
monitoradas, bem como de analises laboratoriais por meio das quais sao feitos os
controles de contaminantes organicos e inorganicos. Em 2015, foi publicada a
Instrucdo Normativa SDA N° 13, que atualizou o escopo analitico para o
monitoramento dos produtos de origem animal (BRASIL, 2015b). Segundo esta
Instrucdo Normativa, as concentragcbes maximas permitidas de contaminantes
inorganicos em carnes sdo de 1000 ug kg’ (figado de aves e avestruz, rim de
bovinos, suinos, caprinos e ovinos) para As; 1000 ug kg (rim de bovinos, suinos,
caprinos e ovinos), 500 ug kg (figado de aves e avestruz) e 200 ug kg™' (musculo
de equino) para Cd e 500 ug kg™ (rim de bovinos, equinos, suinos, caprinos, ovinos
e figado de aves e avestruz) para Pb.

O preparo de amostras de carne para analise elementar por espectrometria
atdbmica constitui um problema analitico relevante, pois normalmente requer a
conversdo prévia do material organico solido em solugdo (GOUVEIA et al., 2001;
GONZALEZ et al., 2009; KRUG, 2010; BRESSY et al., 2013). Entre as diversas
formas empregadas para tal conversao, as mais comuns sdo decomposi¢cao por via
seca (com forno tipo mufla), decomposi¢dao por via umida em frasco aberto e
decomposicdo por via umida em frasco fechado. Todavia, devido aos problemas
relacionados as perdas de elementos volateis (e.g. As, Cd e Pb), procedimentos de
decomposicdo por via umida em frasco fechado sdo preferencialmente utilizados
(TSCHOPEL et al., 1980; BURGUERA; BURGUERA, 1998; KRUG, 2010).

Atualmente, a tecnologia de digestdo assistida por micro-ondas em frasco
fechado é reconhecida como uma das melhores alternativas para decomposig¢ao de
carnes visando determinacdes elementares. Contudo, o forno de micro-ondas possui
alto custo de aquisicdo e manutencado, e menor frequéncia analitica se comparado
ao sistema aberto de digestdo em blocos digestores (MIRANDA, PEREIRA FILHO;
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GOMES NETO, 2014). Nesse contexto, o novo sistema de digestdo assistida por
aquecimento condutivo em frasco fechado (CHDS), ja validado recentemente para
amostras de plantas (MIRANDA, PEREIRA FILHO; GOMES NETO, 2014;
MIRANDA, VIEIRA; GOMES NETO, 2014), leite em péd, chocolate em pd e café
soluvel (MIRANDA et al., 2015), pode ser muito util em analises de rotina para a
decomposicéo de carnes. As principais vantagens desta proposta sdo o baixo custo
de aquisicdo e de manutencido, a simplicidade operacional, a alta frequéncia
analitica e a facilidade de manutencdo corretiva por se empregar componentes
facilmente encontrados no mercado nacional. Ainda, os componentes volateis da
amostra ndo sao perdidos durante o aquecimento e a atmosfera do laboratério ndo é
contaminada por vapores acidos (MIRANDA; PEREIRA FILHO; GOMES NETO,
2014).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para analises dos constituintes inorganicos em amostras de alimentos,
técnicas como espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS), espectrometria de absor¢do atbmica em chama (F AAS) e
espectrometria de absor¢cdo atdbmica em forno de grafite (GF AAS) sdo as mais
utilizadas (KORN et al., 2008). Contudo, a escolha do método de andlise
necessariamente depende do problema analitico a ser solucionado.
Frequentemente, as principais técnicas espectroanaliticas necessitam que a amostra
esteja na forma de uma solugdo homogénea, sendo necessario o preparo da mesma
para posterior determinagao dos analitos (KRUG, 2010).

O preparo de amostra é considerado o “Calcanhar de Aquiles” para
quantificacdo de elementos tragos por ser uma etapa sujeita a perdas de analitos,
contaminagcdo e decomposi¢cdo incompleta da amostra (FLORES et al.,, 2007;
ROCHA et al., 2013). Sendo assim, este capitulo sera destinado a uma revisao
bibliografica das principais técnicas espectroanaliticas utilizadas para a
determinagcdo de macronutrientes, micronutrientes e elementos tragos e os principais

procedimentos empregados para a decomposi¢cao de amostras de carne.

2.1. Técnicas espectroanaliticas

As técnicas espectroanaliticas mais utilizadas para a determinagdo de
macronutrientes, micronutrientes e elementos tragcos podem utilizar diferentes
principios fisicos, tais como, absorgdo atdomica (GF AAS e F AAS), emissao Optica
(ICP OES) e espectrometria de massas (ICP-MS). Tendo em vista as caracteristicas
de técnicas multielementares com alta sensibilidade, sera dada énfase as técnicas
de ICP OES e ICP-MS.

2.1.1. Espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado

Na década de 1859, o fisico Gustav Robert Kirchhoff (1824-1887) observou
gue os elementos quimicos podem absorver radiagao eletromagnética (luz) que eles

mesmos emitem. Subsequentemente, Kirchhoff, juntamente com o quimico Robert
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Bunsen (1811-1899) elaboraram a espectroscopia analitica moderna (MOORE,
1989).

Os primeiros espectrdmetros de emissdo atdbmica com possibilidade de
quantificacdo de alguns metais foram construidos na década de 1920. Contudo, néo
houve grande difusdo da espectrometria de emiss&o atébmica nos 40 anos seguintes,
e com o surgimento de espectrometros de absorgao atdmica desenvolvido por Alan
Walsh (1955), aumentou ainda mais este declinio. Em meados da década de 60,
surgiu o plasma com acoplamento indutivo (ICP) como fonte de excitagdo, o que
possibilitou a difus&o da espectrometria de emissao 6ptica. (MOORE, 1989).

A espectroscopia de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado tem
como principio fornecer energia a um elétron de um atomo, promovendo-o do estado
de menor energia para um estado de maior energia, quando este elétron retorna
para o estado de menor energia o atomo emite a radiagdo eletromagnética
caracteristica como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 - Transicdo de um elétron entre camadas eletrbnicas (a) elétron absorvendo
energia e saltando de um estado de menor energia para um estado de maior energia. (b)
elétron retornando para um estado de menor energia emitindo radiacao eletromagnética.

Radiagéo
eletromagnética

Nucleo ; Nucleo

Aumento da eng Aumento da en@

(a) (b)
Fonte: Autor, 2015.

A radiagao emitida depende da diferenga de energia entre o estado excitado e
o estado inicial, como esta representado na Equacao 1. A frequéncia v pode ser

substituida pela velocidade da luz dividida pelo comprimento de onda, desta forma



25

fica evidente que a energia liberada é inversamente proporcional ao comprimento de
onda, como € exibido na Equacédo 2. Cada elemento possui uma configuragéo
eletronica diferente dos demais, consequentemente, o espectro de emissido de cada
elemento € unico (MOORE, 1989).

E2-E1=hv (Equacgao 1)

Sendo h a constante de Planck e v a frequéncia.

A= < (Equagao 2)
v

Sendo A o comprimento de onda e ¢ a velocidade da luz.

A radiacao eletromagnética emitida por um atomo ou ion pode ser faciimente
detectada entre a regiao do ultravioleta até o infravermelho préximo (185 a 850 nm)
(NAKAHARA, 1997). Contudo vale lembrar que comprimentos de ondas inferiores a
200 nm sao absorvidos por moléculas de oxigénio e inferiores a 160 nm s&o
absorvidos pelo quartzo. Os atomos também podem emitir radiagdo eletromagnética
com comprimentos de onda superiores a 900 nm, porém com menor intensidade
(MOORE, 1989).

Um espectrometro de emissao optica geralmente € composto por um sistema
de introducdo de amostras, fonte de atomizagcdo e excitacdo dos atomos,
espectrometro e um microprocessador (MOORE, 1989). Um esquema dos principais

componentes de um ICP OES esta exposto na Figura 2.



26

Figura 2 - Representagcdo esquematica de um equipamento de ICP OES.
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Fonte: Autor, 2015.

21.11. Plasma

O plasma é um gas parcialmente ionizado com equilibrio de cargas negativas
e positivas, sendo considerado macroscopicamente neutro. O plasma é iniciado por
uma bobina de Tesla, a qual gera uma centelha carregada de elétrons capaz de
ionizar alguns atomos de argbnio. A bobina de radiofrequéncia (RF) acelera os ions
e elétrons através de um campo eletromagnético alternado, que pode variar de
27,12 a 40,68 MHz (HILL, 2007). Este campo eletromagnético gera reagbes em
cascata, tendo como produto principal a formacao do ion Ar*, que mantém o plasma

aceso. As reagdes de colisdo estao representadas a seguir.

Ar® + Art — 2Ar* + e ; Ar’ + e — Art + 2e”
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Os choques entre as espécies (e, Ar® e Ar*) converte a energia da bobina de
radiofrequéncia em energia cinética para o plasma, com possibilidade de atingir
temperaturas entre 6.000 a 10.000 K. A alta temperatura do plasma é capaz de fazer
a vaporizagao, dissociacado, atomizacado e ionizagcdo, promovendo a excitacdo dos
constituintes da amostra (MOORE, 1989; NAKAHARA, 1997). Uma representacéo
esquematica dos processos que ocorrem no plasma apds a introducdo do aerossol
da amostra esta exposta na Figura 3. A regido analitica é a aquela onde ocorre a
emissao atbmica e idnica.

O plasma de argbnio apresenta um fundo continuo, constituido por emissao
de varias espécies. A radiacdo de fundo do plasma tem trés principais causas:
primeiramente pela emissdo do ion argbénio (Ar" + e- — Ar + hv); segundo, por
emissdo de espécies atdbmicas e moleculares presentes na matriz; e terceiro, a
emissdo causada pela frenagem e mudanga de diregdo dos elétrons pelo campo
elétrico alternado, conhecido como “bremsstrahlung” (GINE, 1998). Mesmo com a
alta temperatura do plasma, pode ocorrer emissao de moléculas, tais como, N2, N2*,
OH, C2, entre outras. Portanto, o plasma emite um fundo espectral continuo, que
inicia no baixo visivel e se estende até a regido do ultravioleta (NAKAHARA, 1997).

Para quantificacdo dos elementos quimicos € necessario um espectrometro
para coletar as emissdes atbmicas e ibnicas da regido analitica do plasma. O
espectrédmetro faz a separagao espacial dos comprimentos de onda do feixe de
radiagdo sobre um detector (NAKAHARA, 1997; GINE, 1998). Um dos
espectrdmetros mais utilizados sdo os espectrémetros Echelle (GINE, 1998). O
espectrometro Echelle foi descrito por Harrison em 1949 (MOORE, 1989). Neste
espectrédmetro, o feixe de radiacdo passa por uma rede de difracdo e na sequéncia
por um prisma, separando os comprimentos de onda em uma regido bidimensional
sobre um detector. Um dos detectores mais utilizados é o de estado sélido CCD
(Charge Coupled Device). Este detector contém uma area bidimensional, com varios
pixels (e.g. 300 x 500 pixels), em que cada pixel envia um sinal correspondente a um
dado comprimento de onda para um microprocessador. Este arranjo permite
monitorar de 200 a 900 nm simultaneamente (NAKAHARA, 1997; GINE, 1998). Uma
representacido esquematica de um espectrémetro e de um microprocessador esta

exposta na Figura 2.
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Figura 3 - Processos fisicos que o aerossol sofre ao ser introduzido ao plasma.
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Fonte: Autor, 2015.

211.2. Tocha

Nos tempos atuais, existem basicamente dois tipos basicos de tochas para
ICPs, sendo estes modelos de Greenfield e Fassel. Uma representacao
esquematica de uma tocha esta exposta na Figura 4. As tochas para formacao do
plasma sao confeccionadas por trés tubos concéntricos de quartzo. O tubo externo
contém o maior fluxo de argbnio entre os demais, e € conhecido como gas de
refrigeragdo. O tubo do meio tem um fluxo de gas conhecido como auxiliar ou
intermediario. O tubo central tem um fluxo de gas conhecido como gas de
nebulizagdo ou gas injetor (HILL, 2007).

A zona analitica no plasma pode ser observada por dois modos, que sao
visdo axial e visao radial (Figura 4b e Figura 4c). Os primeiros equipamentos
continham apenas visao radial, sendo os equipamentos fabricados posteriormente
com visdo axial. A visao axial permite a observagao da regidao central do plasma,
contudo necessita de um gas de corte (shear gas) que remove a parte mais fria do
plasma. No mercado existem equipamentos que possuem tanto visdo axial quanto
radial, chamados de “Dual View” (HILL, 2007) (Figura 4a).
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Figura 4 - Diferentes formas de observacao do plasma. (a) observagao axial e radial; (b)
radial; (c) axial.

Shear gas [ma,— Shear gas 1 ’
i

Fonte: Autor, 2015.

A configuragao axial € a mais sensivel que a radial, cerca de 5 a 10 vezes. A
maior sensibilidade €& devido ao maior caminho ético observado no plasma, o que
acarreta em maior intensidade de emissao, permitindo a obtencdo de menores
limites de deteccdo. Entretanto, essa configuragdo esta mais sujeita a interferéncia
de matriz. A visdo radial tem algumas vantagens, como a possibilidade de variar a
altura de observagdo do plasma, podendo ser ajustada em fungdo da regido de
menor interferéncia e/ou maior intensidade de emissao das espécies de interesse
(HILL, 2007).

2.1.1.3. Sistema de introducdo de amostra

A introdugdo da amostra é uma etapa primordial para um bom desempenho
da analise (MOORE, 1989; GINE, 1998). A forma mais comum de introdugdo de
amostra em ICP OES é na forma liquida, sendo a amostra transformada em um
aerossol e dirigida ao centro do plasma. O sistema de nebulizagédo € constituido por
um nebulizador e uma camara de nebulizacdo, no qual o nebulizador faz da amostra
um aerossol e a cAmara de nebulizagdo separa uma pequena fragdo contendo as
gostas menores para serem introduzidas no plasma (GINE, 1998). Apenas gotas
menores que 10 um s&o transportadas com eficiéncia até o plasma (HILL, 2007), as
gotas maiores sdo condensadas na camara de nebulizagdo e descartadas por um
dreno. Os principais modelos de nebulizador sdo o pneumatico e o ultrassénico
(MOORE, 1989).
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O nebulizador ultrassénico é constituido por um transdutor piezoelétrico que
vibra a uma frequéncia de 1 a 10 MHz. Este nebulizador pode apresentar eficiéncia
de até 20% e fornecer sensibilidade até quatro vezes maior comparado ao
nebulizador pneumatico. Contudo, o excesso de agua do aerossol pode extinguir o
plasma, o que torna necessario o uso de um sistema de dessolvatagdo do aerossol.
Esse aparato resfria o aerossol, condensando o excesso de agua antes da
introducao ao plasma. Entretanto, apesar do aumento de sensibilidade, este sistema
apresenta um problema relacionado com o efeito memoéria (MOORE, 1989; HILL,
2007).

Os nebulizadores pneumaticos podem existir de varias formas, sendo o
nebulizador concéntrico de Meinhard (Figura 5a) a mais comum. Este nebulizador
utiliza geralmente um fluxo de argénio de 0,5 a 1,5 L min-'. O fluxo de argénio ao sair
na ponta do nebulizador se expande rapidamente e cria a frente do capilar central
uma zona de baixa pressdo, capaz de aspirar a amostra sem o0 uso de bomba
peristaltica. Este principio é conhecido como efeito Venturi. Uma desvantagem deste
nebulizador esta relacionada ao entupimento devido ao teor de solidos dissolvidos
superior a 0,25% m/v. Para amostras com maior teor de solidos dissolvidos é
indicado o uso de nebulizadores de fluxo cruzado (cross flow) (Figura 5b).
Nebulizadores pneumaticos geralmente apresentam eficiéncia de até 2% (HILL,
2007).

Figura 5 - Nebulizadores pneumaticos: (a) modelo de Meinhard e (b) fluxo cruzado.
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Fonte: Autor, 2015.

Para maior precisdo das medidas, uma bomba peristaltica é utilizada para

conduzir a amostra até o nebulizador. Melhores resultados sdo obtidos com o uso de
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bomba peristaltica, principalmente para introdugdo de amostras com viscosidade
el/ou densidade diferentes (GINE, 1998).

Como no caso dos nebulizadores, também existem varios modelos de camara
de nebulizagdo, sendo as mais comuns, a camara de nebulizagado de duplo passo e
a camara de nebulizagao ciclénica (HILL, 2007). A cdmara de nebulizagdo pode ser
avaliada pela capacidade de separagao do aerossol, homogeneidade e tamanho das
goticulas selecionadas, facilidade de limpeza (efeito de memaria), e estabilidade a
pressao e temperatura. Quanto maior o nebulizador, maior € o volume morto, o que

contribui para um maior tempo de lavagem (GINE, 1998).

2.1.2. Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

Na década de 1980, Houk et al., (1980) demostraram as vantagens de utilizar
o plasma indutivamente acoplado (ICP) como fonte de ions para a espectrometria de
massas (MS). As principais vantagens sao: obtengcdo de espectro mais simples,
menos interferéncias entre elementos, e alta sensibilidade frente ao ICP OES
(TAYLOR, 2001). Geralmente os principais constituintes de um espectrometro de

massas com plasma indutivamente acoplado estao ilustrados na Figura 6.

Figura 6 - Representagédo esquematica de um equipamento de ICP-MS.
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Fonte: Autor, 2015.

O ICP-MS tem tanto o plasma quanto o sistema de introdugcdo de amostras
similares ao ICP OES. Desta forma, a amostra geralmente € introduzida na forma de
uma solugdo homogénea, propulsionada por uma bomba peristaltica até o
nebulizador, sendo as menores gotas formadas selecionadas pela camara de

nebulizagdo para serem introduzidas no plasma. Ao chegar ao plasma, a amostra
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sofre dessolvatagdo, vaporizagdo, atomizagdo e ionizagédo, para que 0s ions sejam
separados pela razdo massa/carga (m/z) através de um quadrupolo (GINE, 1998;
TAYLOR, 2001).

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado evoluiu
consideravelmente na década 90, destacando-se como uma técnica capaz de
quantificar quase todos os elementos da tabela periddica, incluindo os elementos
refratarios. Esta técnica ainda conta com grande sensibilidade e alta frequéncia
analitica, tornando-se uma ferramenta bastante util para a quantificagdo de
elementos tracos (TAYLOR, 2001). Contudo, a principal desvantagem para a
quantificacdo de elementos tracos em ICP-MS s&o as possiveis interferéncias de
sobreposi¢cao espectrais causadas por ions com mesma razdo massa/carga do
analito a ser quantificado. Com a finalidade de contornar as interferéncias espectrais
e aumentar a potencialidade desta técnica, foi proposto recentemente um
espectrometro com dois separadores de massas (ICP-MS/MS). Este equipamento &
disposto com um sistema de reagdo octopolo (ORS?) entre os dois analisadores
quadrupolo, permitindo que os ions sejam pré-selecionados pela razdo massa/carga
antes da camara de reagéo, resultando em melhor controle no processo de coliséo e
reacao (AMAIS et al., 2015; MIRANDA et al., 2015; SUGIYAMA; SHIKAMORI, 2015).
Um exemplo de como é contornada a interferéncia espectral causada pelo ion
poliatémico “°Ar*°Ar* durante a quantificagédo de 89Se* por ICP-MS/MS esta ilustrado
na Figura 7.

Como pode ser visualizado na Figura 7a, os dois quadrupolos selecionam a
mesma razdo massa/carga (m/z = 80), sendo que a espécie poliatdmica CAr*OAr*
passa pelo primeiro quadrupolo (Q1) e ao chegar a camara de reagao, reagindo com
H2, produzindo ArH* que é removido pelo segundo quadrupolo (Q2). Desta forma,
apenas a massa/carga 80 proveniente do 89Se atinge o detector. Outra possibilidade
para a remogao da interferéncia “°Ar*°Ar* esta ilustrada na Figura 7b. Neste caso, o
primeiro separador de massas (Q1) seleciona a massa/carga 80 para chegar a
camara de reagdo contendo O2. Em seguida, o 8Se reage com O2 e o segundo
separador de massas (Q2) separa a massa/carga 96 proveniente do 8Se’¢O*,
removendo a interferéncia causada pelo argbnio. (SUGIYAMA; SHIKAMORI, 2015).
Logo, é possivel observar grande potencialidade do ICP-MS/MS em remover

interferéncias criticas para quantificacdo de elementos em baixas concentracées.
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Figura 7. llustracdo esquematica da remog&o da interferéncia causada pelo “°Ar*°Ar na
quantificagdo de 8Se em um ICP-MS/MS.
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2.2. Preparo de amostras

As principais técnicas espectroanaliticas geralmente necessitam que a
amostra esteja na forma de uma solugdo, como descrito anteriormente. Assim, ha a
necessidade de converter a amostra de carne em uma solu¢do homogénea.
Portando, a seguir serao descritos varios métodos de digestdo empregados para a
decomposi¢cdo de amostras de carne, tais como, digestao por via seca (forno mufla),
digestdo por via umida através de aquecimento por assistido por radiagdo micro-
ondas (forno micro-ondas focalizado e com cavidade) e digestdo por via umida
empregando aquecimento condutivo utilizando frasco aberto (bloco digestor, chapa
de aquecimento e “cold finger’) e utilizando frasco fechado (frasco de PTFE e o
CHDS).

2.2.1. Decomposicao por via seca em forno mufla

A decomposi¢cdo com aquecimento condutivo geralmente utiliza como fonte
de aquecimento a poténcia dissipada por corrente elétrica ao passar por uma
resisténcia (P = i? R). A decomposigdo por via seca utiliza aquecimento condutivo e

baseia-se na oxidagao térmica dos constituintes organicos da amostra utilizando
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forno mufla. Neste método de decomposicdo geralmente utiliza-se massa de
amostra de 0,1 a 1 g e temperatura entre 450 e 550 °C sob press&o atmosférica
(HOENIG et al., 1998; KORN et al., 2008; KRUG, 2010; SAHAYAM et al., 2010). Sao
gastas aproximadamente de 8 a 16 horas para obtencédo de cinzas claras, sendo
estas facilmente dissolvidas em acido diluido (SMITH; ARSENAULT, 1996; KRUG,
2010).

Demirel et al. (2008) quantificaram Cu, Fe, Mn e Zn por F AAS e Se e Al por
GF AAS em carne bovina e de frango. Neste trabalho os autores fizeram a
decomposi¢cédo por via seca em forno mufla, no qual foi utilizado 1 g de amostra,
temperatura maxima entre 450 a 500 °C por 16h, sendo as cinzas obtidas
dissolvidas em 1 mL de HNOs e avolumadas para 10 mL com agua deionizada.
Neste trabalho os autores compararam os resultados com os métodos de
decomposicdo por via umida em bloco aberto e assistido por radiagdo micro-ondas.
Os autores concluem que o método de decomposicéo assistida por radiagao micro-
ondas €& preferencialmente utilizado para o preparo de amostra, visto que sao
obtidos resultados mais precisos. Além de ocorrer perdas de Se por volatilizagao
quando utilizado o método de decomposicéo por via seca.

Fecher e Ruhnke (2002) determinaram Cd e Pb por GF AAS em amostras de
acgucar e material de referéncia certificado de tecido de ostra. Para a decomposigao
foram utilizados 3 g de amostra em temperatura de 450 °C por 12h. Neste trabalho
foi evidenciado que parte dos elementos (Cd e Pb) séo volatilizados, e dependendo
da concentragdo nas amostras, pode ocorrer contaminagdo cruzada durante o
aquecimento.

Szkoda e Mudzki (2005) determinaram Cd e Pb por GF AAS em material de
referéncia certificado de musculo bovino e rim suino. A decomposicao foi feita
utilizando 2 g de material de referéncia certificado e o aquecimento procedeu a
450 °C por “overnight’. As cinzas obtidas foram solubilizadas em solugdo de acido
nitrico (0,2% m/v). Os autores concluiram que foi possivel obter recuperagdo dos
analitos entre 95% a 119% para Pb e de 96% a 108% para Cd.

O procedimento de decomposi¢cao de amostra por via seca apesar de ser
muito simples, requer um longo tempo de aquecimento, esta sujeito a
contaminagdes e pode ser incompativel com a determinagcdo de elementos
volateis (FECHER; RUHNKE, 2002; AYDIN, 2008; DEMIREL et al., 2008;
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BENDICHO et al., 2012; AKINYELE; SHOKUNBI, 2015; RUIZ-DE-CENZANO et al.,
2015).

2.2.2. Decomposicao por via Umida

O método de decomposicdo de amostra por via umida consiste no
aquecimento da amostra em meio de acido mineral oxidante, sendo HNO3, H2SO4 e
HCIO4 os acidos mais empregados para oxidar a matriz organica de amostras
bioldgicas. O volume do(s) reagente(s) dependera do tipo de matriz, massa da
amostra, e da técnica para a quantificacdo dos analitos. O H202 pode ser utilizado
como agente oxidante auxiliar, aumentando a eficiéncia da decomposi¢cao (KORN et
al., 2008; KRUG, 2010). A escolha dos reagentes influencia no sucesso da analise
quimica, pois cada acido possui caracteristicas que devem ser consideradas para o
procedimento de decomposi¢cao e método de analise.

O HNOs3 concentrado (65-69%) possui ponto de ebulicdo de aproximadamente
120 °C e € um agente oxidante fraco abaixo de 200 °C (KORN et al., 2008).
Entretanto, este acido é preferencialmente utilizado, uma vez que pode ser obtido
com alta pureza facilmente através de sistemas de destilagdo abaixo do ponto de
ebulicdo. Além disso, os nitratos formados com os metais de modo geral apresentam
alta solubilidade em meio aquoso (KRUG, 2010). Desta forma, o HNOs é
considerado um dos acidos mais apropriados para técnicas de espectrometria
atdbmica (HOENIG, 2001).

O H2S04 é um acido oxidante forte, sendo bastante eficiente para oxidacio da
matéria organica presente na amostra (KRUG, 2010). Contudo, este acido possui
alta viscosidade, o que pode interferir em técnicas que utilizam nebulizadores
pneumaticos para introdu¢cado de amostras (GOUVEIA et al., 2001). Outro motivo é a
baixa solubilidade de alguns sulfatos, como por exemplo, a coprecipitacdo do
chumbo com sulfato de célcio (HOENIG, 2001).

O HCIO4 apesar de ser um acido com alto poder de oxidagdo da matéria
organica, seu uso individual ndo é recomendado por questbes de seguranga ao
operador, podendo gerar percloratos instaveis, resultando em explosdées (HOENIG,
2001; KRUG, 2010).

As formas de aquecimento mais comuns utilizadas na decomposi¢ao por via

umida sdo o aquecimento assistido por radiagcdo micro-ondas ou através de
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aquecimento condutivo (KORN et al., 2008). Portanto, serdo discutidos a seguir, os
principais procedimentos de decomposi¢cdo de amostras empregando o aquecimento

assistido por radiagao micro-ondas e por conduc¢ao de térmica.

2.2.21. Aquecimento assistido por radiagédo micro-ondas

A radiagdo micro-ondas € uma radiagdo eletromagnética que pode existir de
300 a 300000 MHz. Para uso doméstico, industrial e analitico é utilizado a
frequéncia de 2,45 GHz (KRUG, 2010). Assim, a energia da radiagdo micro-ondas é
absorvida por ions e moléculas dipolares presentes na solu¢do, causando migragéo
ibnica e rotacdo de dipolo. No mecanismo de rotagdo molecular os dipolos alinham e
relaxam 4,9 x 10° vezes por segundo. No mecanismo de migragdo idnica, as
espécies ibnicas sao aceleradas em um sentido ou no sentido oposto de acordo com
a carga do ion e da polaridade do campo eletromagnético. A fricgdo entre ions e
moléculas devido a resisténcia ao movimento tem como consequéncia o
aquecimento.

Os frascos de decomposigcao geralmente sao feitos de PFA (perfluoralcoxi),
PTFE ou quartzo (silica fundida). Esses materiais tem absortividade as micro-ondas
muito reduzida. Desta forma, as micro-ondas aquecem diretamente a solugéo acida,
diferentemente do aquecimento condutivo, no qual a parede do frasco é aquecida
para posterior aquecimento da solucdo. Assim, o aquecimento assistido por radiagcao
micro-ondas pode ser executado em menos tempo em relacdo ao aquecimento
condutivo (RICHTER; LINK; KINGSTON, 2001; KRUG, 2010).

O preparo de amostra bioldgica utilizando micro-ondas teve inicio em 1975
com uso de micro-ondas doméstico para aquecer a solugdo acida contendo a
amostra. Este procedimento foi realizado em frasco aberto com temperatura maxima
restrita ao ponto de ebulicdo do acido (SMITH; ARSENAULT, 1996; (RICHTER;
LINK; KINGSTON, 2001). O avango tecnoldgico permitiu a construcdo de
sofisticados fornos micro-ondas para decomposicdo de amostras, prezando a
seguranga e robustez. Atualmente, os principais equipamentos para a digestdo de
amostras sdo os fornos micro-ondas com cavidade e os fornos micro-ondas com
radiagcao focalizada. Os fornos micro-ondas com cavidade utilizam frasco fechado
com pressao elevada (SMITH; ARSENAULT, 1996). Os fornos com radiagéo

focalizada utilizam frasco aberto sob pressdo atmosférica (COSTA et al., 2001,
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2009; NOBREGA et al., 2002) ou frasco fechado sob pressao elevada (NovaWAVE -
SCP SCIENCE). Contudo, para este ultimo, ainda n&o ha relatos na literatura.

22.21.1. Forno micro-ondas com radiacao focalizada

Uma grande vantagem dos fornos micro-ondas com radiagédo focalizada em
frascos abertos € a possibilidade de decompor maior quantidade de amostra em
relagdo aos fornos micro-ondas com cavidade, visto que fornos com cavidade
utilizam frascos fechados, e a pressédo atingida durante a digestdo depende da
quantidade de amostra (KRUG, 2010). Fornos micro-ondas com radiagao focalizada
geralmente possuem até 6 posi¢cdes, operando sob pressdo atmosférica. A
denominacgao de “frasco aberto” ndo esta devidamente correta, haja vista que, o
frasco é fechado com sistema para coleta dos produtos gasosos liberados durante a
decomposicdo da amostra, resultando em maior seguranga ao analista e evita
contaminacgao pelo ar do laboratério (COSTA et al., 2001, 2009). Neste sistema, as
micro-ondas produzidas por um magnetron sao focalizadas na parte inferior do
frasco de decomposigédo através de um guia de onda com fenda. Além disso, esse
sistema é caracterizado por alta eficiéncia na transferéncia da energia das micro-
ondas para o meio reacional. Porém, a distancia do magnetron até o frasco de
decomposigcdao pode causar heterogeneidade na distribuicdo das micro-ondas em
diferentes posi¢des do equipamento (COSTA et al., 2001).

Costa et al. (2009) quantificaram As, Cd, Pb, Se e Zn por ICP OES em
material de referéncia certificado de tecido de ostra. Foram utilizados para
decomposicdo 250 mg do material de referéncia certificado, 2,5 mL de H2SO4, 7 mL
de HNOs e 10 mL de H202, a temperatura maxima atingida foi de 220 °C, os
digeridos foram avolumados para 25 mL com agua deionizada. Perdas por
volatilizagdo foram observadas para todos os elementos. Os autores relataram ainda
a necessidade de utilizar H2SO4 para elevar a temperatura da fase liquida. O uso
deste acido pode causar interferéncia de transporte em equipamentos com
nebulizacdo pneumatica, sendo necessario o uso de um padrdo interno para
minimizar essa interferéncia.

A decomposicdo com aquecimento assistido por radiagdo focalizada opera
sob pressado atmosférica, necessitando de maiores volumes de reagentes e uso de

acido com ponto de ebulicdo elevado (p. ex. acido sulfurico, ponto de ebulicdo
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330 °C). Por isso, fornos micro-ondas com frascos fechados tem ganhado maior
popularidade entre os laboratorios, uma vez que faz uso de menor volume de
reagentes, dispensa a utilizagdo de acido sulfurico e, além disso, elementos volateis

nao sao perdidos durante a decomposi¢ao (KORN et al., 2008).

2.2.21.2. Forno micro-ondas com frasco fechado

O aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas utilizando frasco fechado
aquece diretamente a solucdo acida, que por sua vez, reduz o tempo de
aquecimento e o sistema fechado evita perda de elementos volateis (AGAZZI;
PIROLA, 2000), tornando este método preferencialmente utilizado para o preparo de
amostras.

Demirezen e Urug (2006) quantificaram Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se e Zn
em amostras de peixe, carne e produtos carneos por ICP OES. As amostras
analisadas foram decompostas utilizando uma massa de 500 mg, 10 mL HCI com
um programa de aquecimento com duragéo de 30 minutos. Segundo os autores, as
concentracdes de Fe em todas as amostras analisadas encontravam-se acima dos
valores recomendados.

Tizioto et al. (2014) determinaram Ca e K em amostras de carne bovina e
material de referéncia certificado de musculo bovino e figado bovino por ICP OES.
Para o procedimento de digestdo foram utilizados 100 mg de amostra, 2 mL de
HNO3, 2 mL de H202 e 6 mL de H20. O tempo de digestdo foi de 50 minutos. As
recuperacoes obtidas em relagdo aos valores certificados variaram entre 98 a 114%.

Gonzalez et al. (2009) avaliaram a decomposi¢céo de 200 mg de amostras de
origem animal e vegetal utilizando 2 mL de solugdo de HNOs (2,0, 7,0, 14,0 mol L)
e 1 mL de H202. Os melhores resultados foram obtidos utilizando a solugao
7,0 mol L' de HNOs, tendo em vista as melhores recuperacdes dos analitos com
menor quantidade de carbono residual. Desta forma foi possivel decompor amostras
de tecido animal utilizando acido nitrico diluido, reduzindo o volume de reagentes.

Bizzi et al. (2014) quantificaram Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn por
ICP OES em amostras de gordura animal e figado bovino e material de referéncia
certificado de figado bovino. Para as digestdes foram utilizados 500 mg de amostras,
6 mL de HNOs3 (2 mol L") e 7.5 bar oxigénio pressurizado. Os autores fizeram a

avaliagcdo do fluxo de ar de exaustdo (60, 125 e 190 m3 h') do forno micro-ondas
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durante o procedimento de digestdo. Os autores concluiram que digestbes mais
eficientes sdo obtidas com maior fluxo de exaustdo e todos os resultados obtidos
foram concordantes com os valores certificados.

A possibilidade de utilizar acido diluido para a decomposi¢cao da amostra é
condizente com os principios da quimica verde, no qual preza a minimizagao do uso
de reagentes toxicos (BENDICHO et al., 2012; ROCHA et al., 2013). Outra vantagem
€ a menor diluicdo dos digeridos, que por sua vez diminui os limites de
quantificacao.

E notério que o forno micro-ondas com frasco fechado é uma das melhores
opgdes para o preparo de amostras bioldgicas. No entanto, este equipamento
necessita de varios componentes eletrénicos sofisticados que sao responsaveis por
agregar alto custo ao produto. Por esse motivo, muitos laboratérios recorrem a
meétodos classicos de preparo de amostras, tais como, os sistemas com
aquecimento condutivo, devido ao menor custo da instrumentagdo analitica e de

manutencao.

222.2. Aquecimento condutivo com frasco aberto

O sistema de decomposicdo em frasco aberto com aquecimento condutivo,
geralmente emprega bloco digestor ou chapa de aquecimento sobre pressao
atmosférica (KORN et al., 2008). Em sistemas abertos, o0 HNO3 geralmente nao é
empregado sozinho para decomposi¢gdo da matéria organica porque a temperatura
da fase liquida fica restrita ao ponto de ebuligho do mesmo (120 °C), sendo
necessario o uso de misturas com acido de ponto de ebulicdo mais elevado (KRUG,
2010).

Demirel et al. (2008) quantificaram Cu, Fe, Mn e Zn por F AAS e Se e Al por
GF AAS em material de referéncia certificado de figado bovino. O procedimento de
decomposicdo da amostra foi feito através da digestdo por via umida com
aquecimento em chapa aquecedora. Foi utilizado 1 g de amostra, 6 mL de HNOs3,
2 mL de H202. A digestdo foi realizada em temperatura de 130 °C por 4h e os
digeridos foram avolumados para 10 mL com agua deionizada. As recuperagdes
foram satisfatérias para todos os elementos, exceto para Se. Os autores justificaram

a baixa recuperacao deste elemento devido a sua alta volatilidade.
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lwegbue (2008) quantificou Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Pb em amostras de
figado e rim de bovinos por GF AAS. As amostras foram decompostas utilizando 5 g
de amostra e 35 mL de uma mistura de HNOs e HCIO4 (6:1) em chapa de
aquecimento a 135 °C por 2 horas. Os resultados para todas as amostras
mostraram-se abaixo dos limites estipulados pela legislagao internacional.

Demirbas (1999) avaliou a concentragdo de Cd, Ca, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn, K,
Na e Zn em tecidos e carne de frango por GF AAS. As amostras foram digeridas em
um bloco digestor utilizando 4 g de amostras e 20 mL de HNOs3, H2SO4 e HCIO4
(4:1:1) com 7 horas de aquecimento. O autor concluiu que existe uma grande
variagdo na concentragcdo dos metais em diferentes tecidos de frango.

Wurfels e Jackwerth (1985) avaliaram o carbono residual em amostra de
figado bovino apés a decomposi¢cao em frasco aberto utilizando apenas HNOs. Os
teores de carbono residual nos digeridos ficaram entre 24 - 32% com residuos
organicos nao dissolvidos.

A decomposicdo por via umida em frasco aberto € uma das técnicas classicas
para o preparo de amostras para analise inorganica. Este procedimento é
considerado mais rapido em relagao as técnicas de decomposigcao por via seca. No
entanto, devido a limitagdo para atingir temperaturas elevadas, algumas amostras
com matrizes complexas podem nao ser decompostas adequadamente, resultando
em alto teor de carbono residual. Concentracbes elevadas de carbono podem
causar interferéncias espectrais em ICP OES devido a emissdao de moléculas de
carbono, tais como, CN e C2 (YOUNG et al., 2011), principalmente para As e Se em
baixas concentragbes (KNAPP et al., 1998). Em ICP-MS o carbono em altas
concentragdes causa a obstrugdo dos cones de amostragem e depdsito sobre nas
lentes ibnicas, provocando interferéncia no sinal (NELMS, 2005), além de causar
interferéncias poliatdmicas (MAY; WIEDMEYER, 1998)

Para obtencdo de melhores decomposi¢cdes foi desenvolvido um sistema
simples utilizando um bloco digestor. Este sistema é chamado de “cold finger’ e

conta com um dispositivo para condensacgao dos vapores acidos durante a digestao.

2.2.2.2.1. Sistema de digestao “cold finger’

A digestao acida pode ser feita utilizando um procedimento chamado de

“Cold Finger’, apesar do frasco nao ser “aberto” este sistema opera em presséao
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atmosférica. Este sistema € constituido por um bloco digestor com um tubo com
circulagado de agua encaixado na parte de superior do frasco de digestao, reduzindo
a temperatura e causando a condensacao dos vapores acidos (FERREIRA et al.,
2013).

Oreste et al. (2013) quantificaram Cd, Pb e Sn por GF AAS em amostras de
carne fresca e carne processada e em materiais de referéncia certificados de figado
e musculo bovino. A decomposicao foi feita utilizando 500 mg de amostras e de 2 a
4 mL de HNOs. Os resultados obtidos para os materiais de referéncia certificados
ficaram entre 94 a 109% em relacao aos valores certificados. Os resultados obtidos
para as amostras ficaram abaixo do limite de detec¢do do método.

Nano et al. (2009) determinaram As, Cd, Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em
material de referéncia certificado de tecido de ostra por ICP OES. Os autores fizeram
a otimizacao as proporgdes de HNOs, HCI e H202, obtendo a melhor proporgéo de
30,8%, 21,4% e 47,8% respectivamente. Para a decomposi¢do foram utilizados
500 mg de tecido de ostra. As digestdes foram realizadas a 140 °C por 4 horas. Os
resultados obtidos variaram entre 90 a 100% em relagao aos valores certificados.

O sistema “cold finger’ pode evitar a perda de elementos volateis e reduzir o
volume de acidos empregados na digestdo. Entretanto, este sistema contém
algumas desvantagens, como o longo tempo de digestao e a temperatura que esta
restrita ao ponto de ebulicdo do acido (FERREIRA et al., 2013). Outros sistemas
com aquecimento condutivo utilizando frasco fechado sao recomendados para

melhor eficiéncia de decomposicao e quantificagdo de elementos volateis.

2.2.2.3. Aquecimento condutivo com frasco fechado

Desenvolvido em 1860, o método de Carius consistiu em selar um tubo de
vidro com parede resistente contendo amostra e acido nitrico (RICHTER; LINK;
KINGSTON, 2001). As temperaturas atingidas variaram de 250 a 300 °C com tempo
de 1 hora para amostras de matrizes mais facilmente decompostas e de 3 a 5 horas
para amostras com matrizes de dificii decomposicdo. Nessas condi¢cdes de
temperatura, a matéria organica é totalmente decomposta (KRUG, 2010).

A bomba de digestdo com frasco de politetrafluoretileno (PTFE) envolto por
um cilindro de aco foi outro sistema de digestdo com aquecimento condutivo muito

utilizado. O frasco de PTFE permite que a temperatura maxima atingida seja em
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torno de 180 °C. Diferente do método de Carius, a bomba de digestdo contém uma
tampa com dispositivo de seguranga que permite o alivio da pressao interna em
caso de pressao excessiva (KRUG, 2010).

Ellen e Van Loon, (1990) comparam a digestao por via seca em forno mufla e
digestéo utilizando frascos de PTFE aquecidos em estufa. Os autores quantificaram
Cd e Pb em materiais de referéncia certificados de rim suino e musculo e figado
bovino por GF AAS. Frascos de PTFE foram utilizados para a decomposicao de
200 mg do material de referéncia certificado e 3 mL de HNOs. O frasco foi fechado e
aquecido em estufa a 150 °C por 6 horas. O método de decomposi¢ao por via seca
utilizou 1 g de material de referéncia certificado, 3 mL H20 e 2 mL de H2SO4 (20%
m/v). O aquecimento foi feito em forno mufla por um periodo de 18 h, a temperatura
maxima atingida foi de 500 °C. Os autores relataram que alguns resultados obtidos
apresentaram diferengas superiores a 10% entre os dois procedimentos de digestéo.
Contudo os autores concluiram que ambos os procedimentos sdo simples e que
foram capazes de fornecer limites de deteccio baixos.

Okamoto e Fuwa (1984) determinaram as concentragbes de Cu e Zn por
F AAS, Fe, Mn e Sr por ICP OES, Ag, As, Cd, Co, Cr, Ni e Pb por GF AAS e Hg por
CV AAS em material de referéncia certificado de tecido de ostra. O procedimento de
digestao utilizou frascos de PTFE aos quais foram adicionados 300 mg de tecido de
ostra e 3 mL de HNOs. O aquecimento foi feito através de um forno mufla a 90 °C
por 2 horas seguido por 140 °C por mais 4 horas. Para as analises com ICP OES foi
necessario mais uma etapa de aquecimento utilizando HF. Os autores concluiram
que este sistema de decomposicao foi capaz de fornecer resultados concordantes
com os valores certificados, ndo constatando perda de elementos volateis como As
e Hg.

O procedimento de decomposicdo utilizando frasco de PTFE, apesar da
simplicidade apresenta grande risco de explosao, visto que a fase liquida e a fase
gasosa encontram-se em equilibrio térmico, resultando em pressao muito elevada
no interior do frasco. Além do mais, sdo necessarias varias horas de aquecimento,
tornando-se a etapa de preparo de amostra um passo lento no processo analitico.
Portanto, o desenvolvimento de métodos mais rapidos e confiaveis para o preparo
de amostras € oportuno (SMITH; ARSENAULT, 1996).
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2.2.2.3.1. Sistema de decomposicdo com aquecimento condutivo em frasco
fechado (CHDS)

Haja vista o alto custo dos equipamentos para a decomposi¢ao de amostras
em frasco fechado utilizando radiagdo micro-ondas e o longo tempo de digestdo dos
sistemas com aquecimento condutivo em frasco aberto, um novo sistema de
decomposicdo de amostras em frasco fechado foi desenvolvido por Miranda, Pereira
Filho e Gomes Neto (2014). Uma ilustracdo do sistema de decomposi¢do de

amostras esta representado na Figura 8.

Figura 8 - llustragao do sistema de digestdo com aquecimento condutivo em frasco fechado
juntamente com o frasco de vidro borossilicato e componentes para fechamento.
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temperatura
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Bloco digestor de aluminio

Como pode ser observado nesta figura, o CHDS é composto por um gabinete
de ago, no qual contém em seu interior um bloco digestor de aluminio, sendo este
disposto de 38 orificios para inser¢céo dos frascos de digestdo. O frasco de digestédo
dispde de um pino de teflon e uma tampa de baquelite para fechamento do mesmo.
Na parte superior do gabinete ha dois ventiladores para auxiliar na etapa de
resfriamento dos frascos. Durante a digestdo uma protegcdo de acrilico é inserida
abaixo da tampa do gabinete para maior seguranca. Na parte frontal ha um terminal
de controle de temperatura e uma protegdo de acrilico ao centro para proteger o

analista no momento da abertura do frasco.
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Este sistema inicialmente foi empregado por Miranda, Pereira Filho e Gomes
Neto (2014) para a decomposicdo de 200 mg de amostras de folhas de alface,
almeirdo, arruda, chicdria, couve, espinafre e repolho branco e de materiais de
referéncia certificados de folhas de macga, péssego, tomate e agulhas de pinheiro.
Os autores quantificaram Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P, S e Zn por ICP OES. Os
reagentes utilizados para a digestdo foram 2 mL de HNOs e 1 mL de H202. O
programa de aquecimento utilizado partiu da temperatura ambiente até 195 °C em
20 min e permanéncia em 195 °C por 15 minutos, seguido por 40 minutos de
resfriamento. Os digeridos obtidos foram diluidos com 20 mL agua deionizada. Para
fins comparativos as amostras foram decompostas por um forno micro-ondas em
frasco fechado. Os resultados obtidos com CHDS foram concordantes com os
resultados obtidos pelo forno micro-ondas. As recuperagcdes obtidas pelo CHDS
variaram entre 75% a 114% em reacao aos valores certificados. Os limites de
deteccgdo para Al, B, Ca e Zn foram de 3 a 6 vezes maiores para o CHDS devido a
impurezas presente no vidro borossilicato.

Com a finalidade de obter melhores brancos analiticos Miranda, Vieira e
Gomes Neto (2014) desenvolveram frascos de quartzo, os quais sao representados
na Figura 9. Os autores fizeram a quantificagdo de Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P, S e
Zn por ICP OES em dez amostras de cana de agucar e trés materiais de referéncia
certificados de folhas de maca, folhas de repolho branco e agulhas de pinheiro. Para
as digestdes foram utilizados massa de 200 mg de amostras, 2 mL de HNOz e 1 mL
de H202. Os digeridos obtidos foram diluidos com 20 mL agua deionizada. Para fins
comparativos as amostras foram decompostas por um forno micro-ondas em frasco
fechado. As recuperagdes variam de 87 a 104% em relagdo aos materiais de
referéncia certificados. Os resultados das amostras obtidos pelo CHDS foram
concordantes com os obtidos pela MW-AD. Com a confecg¢ao dos frascos de quartzo
possibilitou a obtengdo de limites de quantificacdo para o CHDS préximos dos
obtidos com o forno micro-ondas, demonstrando que o CHDS é uma alternativa

eficiente e de baixo custo para digestdo de amostras botanicas.
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Figura 9 - llustragdo do CHDS juntamente com os frascos de quartzo e componentes para o
fechamento. (a) tampa de teflon; (b) trava inferior; (c) trava superior; (d) pino de teflon; (e)
tampa de baquelite.

ﬁﬁaﬁéﬂ-ﬁ;ﬁ; AABAATT | T
il

(34 mL)
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)]

Fonte: Adaptado de Miranda; Vieira; Gomes Neto, 2014; Miranda; Vieira; Gomes Neto, 2015.

Como pode ser observado nesta figura, o frasco de quartzo sofreu algumas
modificagdes, visto que segundo os autores nao foi possivel confeccionar o frasco
de quartzo com rosca igualmente o frasco de vidro borossilicato usado
anteriormente. Portanto, foram incrementadas novas pecas para o sistema de
fechamento, sendo essas, uma tampa de Teflon e duas travas de aluminio Figura 9.
Apds o desenvolvimento do frasco de quartzo o sistema ficou restrito a 28 posicoes.

Miranda, Vieira e Gomes Neto (2015) estenderam as aplicagées do CHDS
para a decomposi¢cao de amostras de leite em pd, chocolate em po, café soluvel e
de dois materiais de referéncia certificados de leite em poé integral e leite em pd
desnatado. Os autores quantificaram Ca, K, Mg, Na, Zn, Fe, Cu e Mn por
HR-CS F AAS e Cd, Mo e Se por ICP-MS/MS. Os reagentes utilizados para a
digestdo foram 2 mL de HNOs e 1 mL de H202. Para fins comparativos as amostras
e 0s materiais de referéncia certificados foram digeridos em forno micro-ondas com
frasco fechado. As recuperacdes dos analitos em relacdo aos valores certificados
foram de 91 a 104% para o CHDS e 94 a 109% para o forno micro-ondas. Os
resultados obtidos com o CHDS foram concordantes com os resultados obtidos com
o forno micro-ondas ao nivel de 95% de confianga (teste t pareado). Contudo, neste
sistema, o analista necessita de extremo cuidado ao fazer o alivio da pressdo do
frasco, pois 0 mesmo é manuseado sob pressdo para retirada da tampa de

baquelite. Outro ponto € o ndo isolamento dos frascos no interior do gabinete de
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digestdo, de modo que uma falha destrutiva em um dos frascos havera o
comprometimento da integridade dos demais. Ainda assim, o CHDS mostrou ser um
sistema eficiente para a digestdo de amostras botanicas e alimenticias.

Observando as caracteristicas do CHDS, alguns pontos podem ser
aperfeicoados, como, por exemplo, um sistema de alivio da pressao do frasco mais
seguro e o isolamento dos frascos de digestdo. Além do mais, para a decomposi¢céo
de amostras de carne este sistema pode ser uma interessante alternativa aos
métodos tradicionais de digestao por via umida, oferecendo as vantagens de reduzir
o tempo de digestao, riscos de perda dos analitos por volatilizagdo e propenséo a
contaminacdo, além de ser um sistema simples, de baixo custo e de facil
manutencdo (MIRANDA; PEREIRA FILHO; GOMES NETO, 2014; MIRANDA;
VIEIRA; GOMES NETO, 2014; MIRANDA et al. 2015).
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo consiste no aperfeicoamento e avaliagdo de um
sistema de digestdo assistida por aquecimento condutivo em frasco fechado para
digestdo de amostras de musculo (bovino, suino e de frango), figado (bovino, suino
e de frango) e rim (bovino e suino) para a determinagao de macronutrientes (Na, Ca,
K, Mg, P e S), micronutrientes (Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Se e Zn) e contaminantes
inorganicos (As, Cd, e Pb) utilizando ICP OES e ICP-MS.
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4, MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos as amostras, reagentes, solu¢des analiticas e
equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os
procedimentos empregados para o preparo de amostras e determinagdo de
macronutrientes, micronutrientes e contaminantes inorganicos por ICP OES e
ICP-MS.

4.1. Amostras, reagentes e solugdes analiticas

As amostras de musculo (bovino, suino e de frango), figado (bovino, suino e
de frango) e rim (bovino e suino) foram adquiridas no mercado local em Araraquara,
Sao Paulo, Brasil.

Todas as solugdes empregadas durante os experimentos foram preparadas
com agua desionizada de alta pureza obtida a partir de um sistema de osmose
reversa Millipore Rios 5™ combinado com desionizador Millipore Milli-Q™ academic
(18,2 MQ cm, Millipore, Bedford, Estados Unidos).

Para a digestdo das amostras foram empregados HNO3z 69% (J.T. Baker,
Deventer, Holanda) previamente purificado por um sistema de destilagdo abaixo do
ponto de ebuli¢do (Milestone) e H202 30% m/v (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Solugbes analiticas multielementares (0,005 — 10 mg L' Fe, Cu, Mn e Zn;
0,05 -100 mg L"Mg, Nae S; 0,1 — 200 mg L' Ca, K e P) foram preparadas por
meio da diluicdo apropriada de padrbes espectroscopicos monoelementares 1000
mg L' (SpecSol, Sao Paulo, Brasil). Todas as solugdes foram acidificadas a 10%
(v/v) HNOs.

Solugdo estoque 10000 mg L' de carbono foi preparada através da
dissolugédo de 1,251 g de ureia (Merck, Darmstadt, Alemanha) em 25 mL de agua
desionizada. Solugdes analiticas de carbono (500 — 2500 mg L") foram preparadas
por meio da diluicido apropriada desta solucao.

Solugbes analiticas multielementares (0,05 — 200 ug L' As, Cd, Cr, Mo, Pb e
Se) foram preparadas por meio da diluigdo apropriada de padrdes espectroscopicos
monoelementares 1000 mg L' (SpecSol, Sao Paulo, Brasil). Todas as solugbes
foram acidificadas a 10% (v/v) HNOs.
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Frascos plasticos e vidrarias foram descontaminados por imersdo em banho
10% (v/v) HNOs por no minimo 24 horas e posterior lavagem com agua desionizada.
A precisdao do procedimento de digestdo por aquecimento condutivo foi
avaliada através da analise dos materiais certificados 8474 Bovine Muscle Powder,
1577b Bovine Liver (National Institute of Standards and Technology, NIST) e BCR

186 Pig Kidney (Institute for Reference Marerials and Measurements, IRMM).

4.2. Instrumentacgao

As determinagdes dos macronutrientes (Na, Ca, K, Mg, P e S),
micronutrientes (Cu, Fe, Mn e Zn) e carbono residual foram realizadas empregando
um espectrdmetro de emissdo oOptica com plasma indutivamente acoplado iCAP
6500 Series (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) operando nas condi¢des
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢des operacionais empregadas nas determinagdes por ICP OES.

Parametros Operacionais Configuragao
Radio frequéncia do gerador (MHz) 40

Poténcia aplicada (W) 1150

Vista de observacdo do plasma Axial

Gas de purga Argbnio
Vaz3o do gas do plasma (L mint) 12

Vaz3o do gés auxiliar (L min) 0,5

Vaz3o do gas de nebuliza¢do (L min?) 0,7

Nebulizador
Camara de nebulizagdo

Concéntrico
Ciclonica

Elementos Linhas de emissdo (nm)
Cl 193,091
Cal 422,673
Cul 324,754
Fell 238,204
Kl 769,896
Mg | 285,213
Mn i 257,610
Na | 589,592
Pl 178,284
S 182,034
Zn | 213,856

| Linha atdbmica; [l Linha idnica.

Fonte: Autor, 2015.
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As determinagdes de As, Cd, Cr, Mo, Pb e Se foram realizadas empregando
um espectrdmetro de massas com plasma indutivamente acoplado Agilent 8800
ICP-MS/MS (Agilent technologies, Tokyo, Japao) com dois separadores de massas
quadrupolos (Q1 e Q2) e camara de reagdo octopolo (RCS3), operando nas

condicdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigdes operacionais empregadas nas determinagdes por ICP-MS/MS

Parametros Operacionais Configuragao

Poténcia de RF (W) 1550

Profundidade de amostragem (mm) 8,0

Nebulizador Concéntrico de vidro

Camara de nebulizagdo Tipo scott — Duplo passo

Fluxo de gas auxiliar (L min™) 1,8

Fluxo do gés injetor (L min™?) 1,09

Tempo de integracdo (s) 3,0

Massa selecionada no Q1 75As, 114Cd, *%Cr, ®®Mo, 2°8Pb, 8°Se
Modo de operagdo MS/MS

Gas da camara de reacgdo 0,

Fluxo de O; (mL min?) 0,50

Massa selecionada no Q2 5Ast0, 114Cd, 2Cr%0, *8Mot0,, 2°8Pb, 8°Set®0

Fonte: Autor, 2015.

As amostras de carne foram processadas em um processador de alimentos
CUT 4 (METVISA, Brusque, Brasil) com capacidade para 4 litros, poténcia de 0,5 CV
e rotacado de 1680 RPM.

As amostras de carne previamente processadas foram secas em uma estufa
com circulagdo e renovagao de ar (TE-394/2 Tecnal, Piracicaba, SP) a 105 °C até
que a massa permanecesse constante para a determinacdo de umidade.

O sistema de digestdo com aquecimento condutivo em frasco fechado
equipado com 14 frascos de quartzo foi utilizado para a digestdo das amostras e

materiais de referéncia certificados.
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Um termdmetro infravermelho com mira laser modelo 9200-008, (Allafrance,
Chelillé, Franga) foi utilizado para medir a temperatura ao longo do frasco de quartzo
do sistema de digestdo com aquecimento condutivo.

Para fins comparativos, as amostras também foram digeridas utilizando um
sistema de digestdo em frasco fechado assistido por radiagdo micro-ondas
(Multiwave Sample Preparation System, Anton Paar, Graz, Austria) equipado com 6
frascos de PFA.

4.3. Preparo das amostras

As amostras de musculo (bovino, suino e de frango), figado (bovino, suino e
de frango) e rim (bovino e suino) foram processadas em um processador de
alimentos com poténcia de 0,5 CV e rotagdo de 1680 RPM, utilizando 3 ciclos de 1
min com intervalo de 30 s. Este intervalo de tempo entre ciclos foi utilizado para
evitar o aquecimento da amostra durante o processamento.

Todas as amostras foram digeridas em triplicata utilizando o sistema de
digestdo com aquecimento condutivo em frasco fechado (CHDS, do inglés
conductively heated digestion system) e a digestdo acida assistida por radiagéo

micro-ondas (MW-AD, do inglés microwave-acid digestion).

4.3.1. Determinagao dos teores de umidade nas amostras

O CHDS permite a digestdo de 200 mg de amostra de carne seca. Como as
digestbes foram realizadas utilizando amostras “in natura”, foi necessario determinar
os teores de umidade nas amostras para estimar a massa “in natura”
correspondente a 200 mg de massa seca. Os teores de umidade nas amostras de
carne “in natura” previamente processadas foram obtidos a partir da secagem em

estufa a 105 °C até que a massa permanecesse constante.
4.3.2. Digestdo com o CHDS
Para a quantificacdo dos macronutrientes, micronutrientes e contaminantes

inorganicos, 800 mg das amostras “in natura” previamente processadas foram

pesados diretamente nos frascos de digestdo de quartzo de 32 mL e 2 mL de HNO3
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e 1 mL de H202 foram adicionados. Os frascos foram fechados e o seguinte
programa de aquecimento foi utilizado: (1) 20 a 220 °C, rampa de 30 min; (2) 220°C,
patamar de 15 min; (3) 30 min de resfriamento até 60 °C. Apds o término da
digestado, os digeridos foram transferidos para frascos de polipropileno e diluidos

para 20 mL com agua desionizada.

4.3.3. Digestao assistida por radiagao micro-ondas

Foram pesados 800 mg das amostras “in natura” previamente processadas
diretamente em frascos de PFA de 50 mL e 3 mL de HNOs, 2 mL de H20 e 1 mL de
H202 foram adicionados. Os frascos foram fechados, introduzidos no rotor e este
conduzido a cavidade do equipamento. Um programa de aquecimento de 4 etapas
foi utilizado: (1) 100-600 W, rampa de 5 min; (2) 600 W, patamar de 5 min; (3) 1000
W, patamar de 10 min; (4) 0 W, 20 min de resfriamento. Apos o término da digestéo,
os digeridos foram transferidos para frascos de polipropileno e diluidos para 30 mL

com agua desionizada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados nos topicos: inovagdes introduzidas no
CHDS, gradiente de temperatura ao longo do frasco de digestdo, processamento
das amostras, teor de umidade das amostras, teor de carbono residual e por fim as
determinacgoes por ICP OES e ICP-MS.

5.1. Inovagdes introduzidas no CHDS

Com o objetivo de melhorar o desempenho e proporcionar maior seguranga
ao analista, algumas modificagbes foram realizadas no CHDS, tais como, adaptacao
de um pistdo a gas na tampa do gabinete, isolamento dos frascos individualmente
no interior do gabinete de digestdo e desenvolvimento de um sistema de alivio de
pressédo para abertura dos frascos de digestdo. O CHDS modificado esta ilustrado
na Figura 10.

Figura 10 - llustracdo do CHDS; (a) gabinete de digestdo fechado, (b) aberto e (c) vista
interna do gabinete de digestao.

Ventiladores
Tampa com abertura

de 60°

Pistdo a gas

l Tranca
Terminal de controle

de temperatura

(a)

5 \
e Y \
\ \
\ o)

Placa de protegdo de
acrilico removivel

Z Z

Frasco de digestdo

L ' kﬁ

Bloco digestor

(b) (c) \Anteparo da estrutura
de acrilico

Fonte: Autor, 2015.
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O pistdo a gas (figura 10a) foi adaptado no CHDS para facilitar no momento
da abertura da tampa do gabinete de digestdo e evitar que no fechamento esta
tampa feche de maneira abrupta devido ao peso dos ventiladores.

O CHDS possui um bloco de aluminio (aquecido por resisténcia elétrica) com
14 posi¢cdes para inser¢cdo dos frascos de quartzo (Figura 10c), sendo que cada
posicao € isolada por anteparos de acrilico de 10 mm de espessura. Os anteparos
tém como funcgao isolar os frascos de digestdo individualmente, pois em caso de
uma possivel falha destrutiva em um deles, ndo ocorra o comprometimento dos
demais. Com o isolamento dos frascos houve uma redugdo no numero de posicoes
no CHDS, que passou de 28 para 14 posi¢des.

Os frascos de digestdo de quartzo anteriormente eram abertos apds o
procedimento de decomposicio através do manuseio dos frascos sob pressdo. Para
maior seguranga e praticidade foi desenvolvida uma tampa de Teflon para vedagao
do frasco de quartzo com um sistema de alivio da pressao apds a decomposicdo. O
alivio da pressao é feito com o auxilio de uma ferramenta desenvolvida para essa
finalidade. A seguir serdo apresentados os frascos de digestdo de quartzo, sistema
de vedacao dos frascos de quartzo e sistema de alivio de pressao para abertura dos
frascos.

5.1.1. Frascos de digestao de quartzo

A constituicdo do material do frasco influencia diretamente as concentragées
dos elementos que s&o lixiviados para a solu¢do durante a digestdao (KRUG, 2010).
Sendo assim, frascos de quartzo foram utilizados para decompor as amostras de
carne no CHDS com o objetivo de reduzir os valores do branco analitico. As
composigdes dos frascos de vidro borossilicato e do frasco de quartzo utilizados s&o
apresentas na Tabela 3. O frasco de quartzo (15 mm de didametro interno, 18 mm de
didmetro externo e 200 mm de altura) compreende um corpo cilindrico dotado de
uma abertura superior com aba. Um novo sistema de fechamento foi desenvolvido
para os frascos de quartzo. Uma ilustracdo contendo o frasco de quartzo e os
componentes necessarios para promover a vedagdo do mesmo durante o
procedimento de digestdo é apresentada na Figura 11. Duas pecas de aluminio
(trava superior com rosca interna e trava inferior com rosca externa) sdo rosqueadas

para manter a tampa de Teflon inserida no frasco de quartzo mesmo com o aumento
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da pressao interna durante o procedimento de digestdo. Um anel de Teflon foi
utilizado entre a trava inferior e a aba do frasco para distribuir a pressao

uniformemente, conferindo maior resisténcia ao frasco.
Figura 11 - Frasco de digestdo de quartzo (a) e componentes utilizados (b) para a vedagao

do mesmo.
Tampa de Teflon
_/%
Anel de FKM

[—

Trava superior

[7] Frasco fechado

200 mm

Frasco de quartzo

o«

Anel de Teflon

Trava inferior d.i = 15 mm

(a) (b)
Fonte: Autor, 2015.

Tabela 3 - Composi¢des (ug kg') dos frascos utilizados para digestdo no sistema de
digestao por aquecimento condutivo.

Elemento Vidro Borossilicato! Quartzo?
B principal <2

Na principal <187
Mg 6x10° <5

Al principal <25

Si principal principal
K 108 <5

Ti 3000 <10

Cr 3000 <1

Mn 6000 <1

Fe 2x10° <20

Co 100 <0,5

Ni 2000 <5

Cu 1000 <2

Zn 3000 <5

As 500-22000 <15

cd 1000 <0,3

Sb 8000 <0,5

Hg - -

(KRUG, 2010)
2(Technical Glass Products: Trace Impurities, 2015)
Fonte: Autor, 2015.
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5.1.2. Sistema de vedacgao dos frascos de quartzo

A tampa de Teflon (Figura 12a) conta com um sistema de vedagéo do frasco
de digestao no qual a parede de 1,0 mm de espessura da parte inferior da tampa é
expandida (Figura 12b) antes da introdugédo no frasco de quartzo (Figura 12c). Os
gases (CO2, NOx etc.) produzidos durante a digestdo da matéria organica
pressionam a parede da tampa de Teflon contra a parede interna do frasco de
quartzo, impedindo o escape dos gases. Um anel de fluoroelastomero (FKM) impede

a saida dos gases durante a etapa de resfriamento (Figura 12d).

Figura 12 - Etapas do procedimento para vedagédo do frasco de digestdo. (a) Tampa de
Teflon com parede interna de 1,0 mm; (b) Expansédo da parede da tampa de Teflon; (c)
Introducédo da tampa de Teflon no frasco de quartzo; (d) Pressao produzida pelos gases
durante a digestao.

(b) (@ (d)

Tampa de Teflon

—

:’:‘ L .1':
- »
. W
Pressao exercida por gases

Expansor da parede da tampa produzidos na digestio
Frasco de quartzo

Fonte: Autor, 2015.

5.1.3. Sistema de alivio de pressao para abertura dos frascos

Apods o fechamento dos frascos, os mesmos sdo submetidos ao programa de
aquecimento. Ao término do programa, os frascos sao resfriados por um fluxo de ar
fornecido por 2 ventiladores instalados na tampa do gabinete de digestdo. Mesmo
apos o resfriamento (~ 60 °C), a pressao no interior dos frascos € elevada devido
aos gases produzidos durante a digestdo. Para evitar riscos ao analista, uma valvula
que permite o escape dos gases foi desenvolvida na tampa de Teflon. A valvula é
aberta pelo analista com o auxilio de uma ferramenta, evitando-se o manuseio do

frasco sob pressédo. O sistema de alivio de press&o pode ser visto na Figura 13.
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Apos a etapa de resfriamento, uma placa de protecdo de acrilico contendo
orificios que dao acesso as tampas dos frascos € encaixada na parte superior do
gabinete (Figura 14). Para abrir a valvula de alivio de pressao, a ferramenta é
introduzida, encaixada na tampa do frasco e girada no sentido anti-horario
(Figura 15). Os vapores acidos liberados no interior do gabinete de digestdo s&o
rapidamente eliminados pelo sistema de exaustdo da capela, local onde o

equipamento fica instalado.

Figura 13 - Sistema de alivio de pressado. (a) Valvula de escape fechada; (b) ferramenta
para abertura da valvula; (c) Abertura da valvula com ferramenta.

(a) (b)
Fonte: Autor, 2015.
Apods o alivio da presséao interna de todos os frascos, a tampa de acrilico é

removida, os frascos de digestdo sao abertos e os digeridos s&o transferidos para

frascos de polipropileno. Este procedimento é simples, rapido e seguro.
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Figura 14 - Placa de protecdo de acrilico com orificios para introdugdo da ferramenta de
alivio de pressao.

Placa de protecao de acrilico %

com orificios \

Fonte: Autor, 2015.

Figura 15 - llustragao do alivio de pressao do frasco de digestao.

Fonte: Autor, 2015.

5.2. Processamento das amostras

Para a analise das amostras “in natura” foi necessario o processamento
utilizando um processador de alimentos, obtendo a amostra na forma de uma pasta

homogénea. As amostras processadas estdo expostas na Figura 16. O
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processamento € rapido e consiste em 3 ciclos de 1 minuto intercalados por 30
segundos entre cada ciclo. Com o tempo de 30 segundos entre cada ciclo nao foi

observado o aquecimento significativo das amostras durante o processamento.

Figura 16 - Amostras processadas com um processador de alimentos.

Musculo g Figado

Fonte: Autor, 2015.

5.3. Gradiente de temperatura no frasco de digestao

Os frascos de quartzo utilizados para as digestdes das amostras apresentam
parede de 1,5 mm de espessura, didmetro interno de 15 mm, 200 mm de altura e
volume interno de 32 mL. Apenas 5 cm do frasco ficam inseridos no orificio do bloco
digestor. O restante do frasco é levemente resfriado pelo fluxo de ar gerado pela
capela de exaustdo devido a uma abertura no fundo do gabinete abaixo do bloco
digestor. Isto causa a formagéo de um gradiente de temperatura na parte superior do
frasco.

A temperatura ao longo do frasco de digestdo foi monitorada durante a
digestdo de 800 mg de figado bovino umido, utilizando 2 mL de HNOs e 1 mL de
H202. Os valores de temperatura foram obtidos em 6 pontos equidistantes com
intervalos de 2 cm apds a temperatura do bloco digestor permanecer em 220 °C por
15 min. As temperaturas obtidas na parede do frasco sado apresentadas na
Figura 17(a). A regeneracéo do HNOs, confirmada visualmente por Miranda; Pereira

Filho e Gomes Neto (2014), ocorre pela reacédo entre o NO2, H20 e O2. Como pode
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ser observado na Figura 17(b), o gradiente de temperatura gerado ao longo do
frasco de digestdo favorece a regeneracdo do HNOs. A remogédo de NO2 da fase
gasosa promovida pela regeneragcao do HNOs resulta na redugéo da pressao interna
do frasco durante o procedimento de decomposicdo da matéria organica,
possibilitando o uso de frasco com parede menos espessa sem que haja a ruptura
do mesmo. Ao utilizar aquecimento condutivo, um frasco com parede menos
espessa permite o rapido aquecimento da solugao, reduzindo o tempo de digestéao
da amostra.

A adicédo de H202 é indispensavel para a regeneragdo do HNOs, visto que ele
se decompde em O2 e H20 para reagirem com o NO2. Com a regeneragdo do HNO3
durante a digestdo, é possivel utilizar menor volume de acido concentrado,
contribuindo para menor acidez residual dos digeridos e menor geragao de residuos
no laboratério (MIRANDA; PEREIRA FILHO; GOMOS NETO, 2014).

Figura 17 - llustracdo: (a) gradiente de temperatura ao longo do frasco de digestdo apds o
bloco digestor permanecer por 15 min em 220 °C; (b) reagdes envolvidas na regeneragéao do
acido HNO:s.

cm
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NO
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2
Fluxo de ar | ***° | Fluxo de ar
T = 220°C

(a) (b)

Fonte: Autor, 2015.
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5.4. Temperatura de ebulicao do acido nitrico em fungao da pressao

Em sistemas fechados € possivel elevar a temperatura de ebulicdo do acido
nitrico em funcao do aumento da pressido no interior do frasco. Por exemplo, a
temperatura de ebulicdo do acido nitrico 65% a 1 atm é 120 °C, mas a 5 atm passa
para 176 °C (KINGSTON et al., 1988). A partir desses valores de temperatura de
ebulicdo e pressao é possivel prever a temperatura de ebulicdo do acido nitrico em
funcdo da pressao desenvolvida no interior do frasco utilizando-se a equacéo de
Clausius-Clapeyron (GEROLA et al., 2010).

T

1 <P2) B AH,qp <1 1) (Equacgéo 3)
"\p, R

Calcula-se inicialmente AHvap (entalpia de vaporizagdo do acido nitrico), onde
P+ =1 atm, P2 = 5 atm, T+ = 393,15 K (120 °C), T2 = 449,15 K (176 °C) e
R = 8,31447 J/mol.K (constante dos gases ideais). O valor encontrado para AHvap €
42196 J/mol. Em seguida, utiliza-se o valor calculado da AHvap, 1 atm para P1 e
emprega-se valores arbitrarios para P2. Os resultados das temperaturas de ebulicdo

previstas sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Temperaturas de ebulicdo calculadas a partir da equagao de Clausius-Clapeyron
para o acido nitrico em fungéo da pressao desenvolvida no interior do frasco de reacéo.

Pressao no frasco (atm) Temperatura de ebuligdo (2C)
6,0 183
8,0 195
10,0 205
12,0 214
14,0 221
16,0 228
18,0 233
20,0 239

Fonte: Autor, 2015.



62

De acordo com os dados da Tabela 4, a pressdo minima necessaria para
elevar o ponto de ebulicdo para 220 °C é de aproximadamente 14,0 atm. Isto
significa que é possivel realizar digestdes em frasco fechado a 220 °C sob presséao
moderada. Contudo, vale ressaltar que a digestdo da materia organica presente na
amostra produz COz2 juntamente com NOx, contribuindo para o aumento da presséo
no interior do frasco. Desta forma, durante a digestdo das amostras espera-se que a

pressao no interior do frasco seja superior a 14 atm.

5.5. Teores de umidade nas amostras

Os teores de umidade obtidos para as amostras de carne sdo apresentados
na Tabela 5. Os teores foram utilizados para calcular a massa “in natura”
correspondente a 200 mg de massa seca. O valor médio obtido foi de 800 mg de
massa “in natura”. Sendo assim, a massa empregada para digestdo de amostra “in

natura” foi de 800 mg.

Tabela 5 - Teores de umidade das amostras de musculo (bovino, suino e de frango), figado
(bovino, suino e de frango) e rim (bovino e suino).

Amostra Teor de umidade (%)
Musculo bovino 71,3
Musculo suino 76,2

Musculo de frango 73,6

Figado bovino 72,7
Figado suino 70,1
Figado de frango 78,9
Rim bovino 78,5
Rim suino 77,4

Fonte: Autor, 2015.
5.6. Teor de carbono residual
Os digeridos obtidos utilizando CHDS e MW-AD apresentaram aspecto

incolor, indicando decomposicdo adequada da matéria orgénica. Contudo,

informagdes adicionais como teor de carbono residual (RCC, em inglés residual
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carbon content) € um parametro importante para avaliar a eficiéncia de
decomposicdo da amostra (GONZALEZ et al., 2009; GOUVEIA et al., 2001; KRUG,
2010). Sendo assim, a eficiéncia de digestdo foi avaliada em termos do RCC. Os
valores de RCC obtidos para os materiais certificados e as amostras de carne sao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Teor de carbono residual nos digeridos (n = 3) dos materiais de referéncia
certificados utilizando o CHDS e nos digeridos das amostras utilizando CHDS e MW-AD.

Carbono Residual (mg C/100 mg amostra)

CRMs CHDS MW-AD
Pig kidney 10,87 -
Bovine Liver 12,17 -
Bovine Muscle 12,49 -
Amostras CHDS MW-AD
Musculo bovino 12,33 3,70
Musculo suino 12,09 3,64
Musculo de frango 11,30 3,53
Figado bovino 11,06 5,34
Figado suino 10,70 4,95
Figado de frango 10,35 6,55
Rim bovino 11,25 3,23
Rim suino 11,40 5,02

Fonte: Autor, 2015.

A analise dos resultados contidos nesta tabela revela que os teores de
carbono residual para as digestdes com o CHDS foram de 2 a 3 vezes maiores que
os obtidos quando se utilizou a MW-AD. Essa maior eficiéncia na decomposig¢ao da
matéria orgénica quando se utilizou a MW-AD pode estar relacionada com as
condigdes de temperatura e pressao atingidas pelo forno micro-ondas empregado
(230 °C e 70 bar). Todavia, as concentragdes de carbono nos digeridos obtidos com
o CHDS variaram de 710 + 27 a 1203 + 42 mg L-'. Segundo Bizzi et al. (2011),
solugbes com concentragdes de carbono inferiores a 2000 mg L' sdo adequadas
para realizar determinag¢des por ICP OES e ICP-MS para uma gama de elementos.

Como pode ser visto na Figura 18 os materiais de referéncia certificados e as
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amostras digeridas com o CHDS apresentaram concentragées de carbono inferiores
a 2000 mg L.

Figura 18 - Concentragdes de carbono nos digeridos (n = 3) dos materiais de referéncia
certificados e amostras obtidas com CHDS.
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Fonte: Autor, 2015.

O teor de carbono residual esta relacionado com a temperatura atingida
durante o procedimento de digestdo (WASILEWSKA et al., 2002). Assim, como
representado na Figura 18, foram obtidos baixos desvios padrdes entre as triplicatas
digeridas simultaneamente em diferentes posi¢des no bloco digestor, indicando

assim, boa distribuicdo da temperatura nas diferentes posi¢cdes do bloco.

5.7. Determinagao de macronutrientes e micronutrientes por ICP OES

5.7.1. Materiais de referéncia certificados

A avaliagcédo da exatiddo do procedimento de digestdo proposto com o CHDS

foi feito através da digestdo de materiais de referéncia certificados de musculo
bovino (Bovine Muscle Powder NIST 8414), figado bovino (Bovine Liver NIST 1577b)
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e rim suino (Pig Kidney IRMM BCR 186). Os resultados obtidos para
macronutrientes e micronutrientes por ICP OES sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do ICP OES (média + desvio padréo) para Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, K,
Mg, Na, P e S (mg kg™') em materiais de referéncia certificados digeridos (n = 3) com CHDS.

Pig kidney Bovine Liver Bovine Muscle

Certificado Determinado Rec (%) Certificado Determinado Rec(%) Certificado Determinado Rec (%)

Cu
Fe

Zn
Ca

Mg
Na

31,9 29,0+0,1 91 160 148 £ 2 93 2,84 2,42+0,05 85
299 284 +1 95 184 180+1 98 71,2 66 + 2 93
8,5 9,0+0,1 106 10,5 10,5+0,1 100 0,37 nc -

128 124 £1 97 127 1201 94 142 1321 93
295 2928 99 116 124+ 4 106 145 140+ 2 97
12600 13006 + 74 103 9940 9885 + 49 99 15170 14455 +126 95
829 858 + 20 104 601 600+ 5 100 960 936+ 12 98
7100 7279 £ 55 103 2420 2245 +17 93 2100 1960 + 20 93
nc 8552+ 6 - 7850 7505+ 75 96 7950 7405+ 74 93
12200 11920+ 170 98 11000 11682 + 219 106 8360 8145+136 97

nc = ndo certificado
Fonte: Autor, 2015.

A analise desta tabela mostra que os resultados obtidos nos materiais de
referéncia certificados digeridos com o CHDS foram muito préximos dos valores
certificados para todos os analitos. No entanto, apenas 32% dos resultados foram
concordantes ao nivel de 95% de confianga de acordo com o teste t ndo pareado.
Isto ocorreu devido aos pequenos desvios padrdes obtidos para as réplicas, sendo
estes da ordem de 1%. Como exemplo, temos a concentragao de Fe determinado
pelo CHDS no material de referéncia certificado de figado bovino, nota-se que
ambos os valores foram préximos, obtendo uma recuperacdo de 98%, mesmo
assim, este valor ndo foi concordante ao nivel de 95% com o teste t ndo pareado.

Todavia, as recuperacgoes ficaram entre 85 e 106% em relagéo ao valor certificado.
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5.7.2. Amostras de musculo, figado e rim

Amostras de musculo (bovino, suino e de frango), figado (bovino, suino e de
frango) e rim (bovino e suino) foram digeridas utilizando o CHDS. Para fins
comparativos, as mesmas amostras foram digeridas com a MW-AD. Os resultados
obtidos por ICP OES para macronutrientes (Ca, K, Mg, Na, S e P) e micronutrientes
(Cu, Fe, Mn e Zn) utilizando os dois sistemas de preparo de amostra sao

apresentados nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Resultados do ICP OES (média + desvio padrédo) para macronutrientes (mg kg™)
em amostras digeridas (n = 3) com CHDS e MW-AD.

Elementos (mg kg™)
Amostras

Ca K Mg Na S P

Musculo bovino MW-AD 545 3566+193 262+10 512+16 2174+83 2181+62
CHDS 565 3432+25 250+3 514+3 2253 +31 2216+11
Musculo suino MW-AD 63t1 3845+ 144 238+9 578+15 1879+92 2304176
CHDS 59+2 3703+62 230+4 587+3 1921 +31 2337+64
Musculo de frango MW-AD 46+1 3448 +48 3293 29714 2090+6 2498 £ 15
CHDS 45+ 2 3568 +22 328+1 309t1 2164+ 11 2667 £17
Figado bovino MW-AD 61+4 3150+10 187+1 655%5 2290+12 3654 +46
CHDS 586 3140+24 1762 642+7 225026 3612 +136
Figado suino MW-AD 63t1 28391 188+1 6997 2257 +12 3503 +32
CHDS 647 2903+20 180+4 705%6 2293+8 3727 +46
Figado de frango MW-AD 57,0+0,3 2275+15 188+1 604+6 1830+ 14 293963
CHDS 55,2+0,9 2380+10 192+3 63812 18805 303125
Rim bovino MW-AD 123t4 2317+13 178+1 1976+29 1890+16 2883 +28
CHDS 123 5 2396+20 173+1 203119 1903+10 2841+22
Rim suino MW-AD 96+2 2513+46 187+3 1443+23 1871+34 3023+56
CHDS 96+3 2594 +27 184+4 1455+18 1872+6 2899+ 33

Fonte: Autor, 2015.

A analise das Tabelas 8 e 9 mostram que os resultados obtidos para macro e
micronutrientes utilizando os dois sistemas de digestao foram préximos para todos

os analitos. No entanto, apenas 64% dos resultados obtidos pelos dois sistemas de
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digestdo foram concordantes entre si ao nivel de 95% de confianga de acordo com o
teste t pareado. Isto ocorreu devido aos pequenos desvios padroes obtidos para as
réplicas, sendo estes da ordem de 1,3% para o CHDS e 2,0% para a MW-AD. No
entanto, os valores determinados nas amostras utilizando o CHDS variaram entre 94
a 107% e 101 a 108% em relacdo aos valores determinados por MW-AD para

macronutrientes e micronutrientes, respectivamente.

Tabela 9 - Resultados do ICP OES (média * desvio padrdo) para micronutrientes (mg kg™)
em amostras digeridas (n = 3) com CHDS e MW-AD.

Elementos (mg kg™)

Amostras
Fe Cu Mn Zn
Musculo bovino MW-AD 20,6 +0,5 <0,5 <0,10 27,9+0,7
CHDS 19,5+04 <0,78 <0,17 28,8+0,7
Musculo suino MW-AD 5,3%0,2 <0,5 <0,10 15,1+0,9
CHDS 56+0,1 <0,78 <0,17 15,3+0,1
Musculo de frango MW-AD 2,41 +0,06 <0,5 <0,10 6,17 £ 0,04
CHDS < 2,49 <0,78 <0,17 6,2+0,3
Figado bovino MW-AD 81,1+0,8 73,8+0,7 2,75+0,02 346+0,1
CHDS 80,6 £0,4 70,5+0,5 2,70+£0,01 33,8+0,3
Figado suino MW-AD 59,1+0,4 6,2+0,2 3,92 +0,05 45,2 +0,1
CHDS 60,6 £0,9 5,93+ 0,09 3,91+0,06 45,6 £0,4
Figado de frango MW-AD 104 +1 3,11 £ 0,07 2,20+0,03 28,8+0,2
CHDS 104,6 £0,3 3,07 £0,04 2,26+ 0,02 29,1+0,1
Rim bovino MW-AD 64,6 £0,6 34+0,1 1,01 +0,02 21,8+0,1
CHDS 67,4+0,8 3,16 £ 0,05 1,10+0,01 21,9+0,2
Rim suino MW-AD 471 6,6+0,1 1,82 £ 0,05 26,1+0,5
CHDS 50,3+0,7 6,510,2 1,68 £ 0,04 26,2+0,1

Fonte: Autor, 2015.

Para melhor visualizagdao dos resultados foi feito a interpolagdo entre as
concentracdes obtidas pelo CHDS versus as obtidas pela MW-AD. A correlagao
entre os resultados obtidos pelo CHDS e a MW-AD esta representada na Figura 19.
Neste caso, o ideal é que o coeficiente de correlagcéo linear (r) e o coeficiente

angular (A) sejam igual a 1 e o intercepto (B) igual a 0. Porém, na pratica nunca sera
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obtidor=1, A=1e B =0, isso € devido aos erros aleatérios presentes nos dois
métodos comparados (MILLER; MILLER, 2010). Assim, os métodos de digestdo aqui
comparados apresentaram 6tima correlacdo, obtendo-se r = 0,9983, A = 1,0087 e
B =2,6781.

Figura 19 - Correlagdo entre os valores obtidos pela MW-AD e os valores obtidos pelo
CHDS para (=) Fe, (¢) Cu, (4) Mn, (¢) Zn, (<) Ca, (4) K, (=) Mg, (*) Na, () S, (*) P nas
amostras analisadas.
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Fonte: Autor, 2015.

5.7.3. Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo (LOQ, do inglés limit of quantification) foi calculado
seguindo as recomendagdes da IUPAC, sendo a concentragao correspondente a 10
vezes 0 desvio padrao de 10 brancos independentes dividido pelo coeficiente
angular da curva de calibragcdo (CURRIE, 1995). De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 10, os limites de quantificagdo obtidos pelo CHDS foram um
pouco superiores aos limites de quantificacdo obtidos com MW-AD para os
elementos Ca, Cu, Fe, Mg e Mn. Isso pode estar relacionado com os frascos de
quartzo, a tampa de Teflon e o anel de FKM. Os frascos utilizados para
decomposicdo assistida por radiagdo micro-ondas sido totalmente de PFA,

resultando em brancos analiticos menores para esses elementos. No entanto, os
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limites de quantificagdo foram préximos para ambos os métodos de decomposicéo,
nao comprometendo a determinacao destes elementos quando se utiliza o CHDS.

Tabela 10 - Limites de quantificagdo (LOQ) obtidos com CHDS e MW-AD.

LOQ (mg kg?)
Elementos

CHDS MW-AD
Ca 3,65 2,40
Cu 0,78 0,5
Fe 2,49 1,42
K 0,90 1,18
Mg 0,66 0,40
Mn 0,17 0,10
Na 3,15 6,26
P 3,80 3,93
S 3,50 3,73
Zn 0,85 0,96

Fonte: Autor, 2015.

5.8. Determinacao de As, Cd, Cr, Mo, Pb e Se em materiais de referéncia

certificados e amostras por ICP MS/MS

A avaliagédo da exatiddo do procedimento de digestdo proposto com o CHDS
foi feito através da digestdo de materiais de referéncia certificados de musculo
bovino (Bovine Muscle Powder NIST 8414), figado bovino (Bovine Liver NIST 1577b)
e rim suino (Pig Kidney IRMM BCR 186). Amostras de musculo (bovino, suino e de
frango), figado (bovino, suino e de frango) e rim (bovino e suino) foram digeridas
utilizando o CHDS. Para fins comparativos, as mesmas amostras foram digeridas
com a MW-AD. Os resultados obtidos para As, Cd, Cr, Mo, Pb e Se por ICP-MS/MS
sao apresentados na Tabela 11.



Tabela 11 - Resultados do ICP-MS (média + desvio padrdo) para As, Cd, Cr, Mo, Pb e Se (mg kg') nos

digeridos (n = 3) com CHDS e em amostras digeridas (n = 3) com CHDS e MW-AD.
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materiais de referéncia certificados

Elementos (mg kg™)

CRM As cd Cr Mo Pb Se
Pig kidney Certificado 0,063 + 0,009 2,71 +0,15 nc nc 0,306 £+ 0,011 10,3+0,5
CHDS 0,058 + 0,003 (92%) 2,58 £ 0,07 (95%) 0,058 + 0,004 3,210,1 0,31 +0,01(101%) 10,2 £ 0,3 (99%)
Bovine liver Certificado 0,05* 0,50 +0,03 nc 3,5+0,3 0,129 + 0,004 0,73 £ 0,06
CHDS 0,046 £ 0,003 (92%) 0,46 £ 0,02 (92%) 0,22 £0,01 3,70+ 0,1 (106%) 0,133 £ 0,005 (103 %) 0,80 +0,03 (110%)
Bovine Muscle Certificado 0,009 + 0,003 0,013 +0,011 0,071 + 0,038 0,08 + 0,06 0,38+ 0,24 0,076 £ 0,010
CHDS 0,0097 +0,0003 (108%) 0,013 +0,001 (100%) 0,074 +0,003 (104%) 0,073 £0,003 (91%) 0,36 £0,01 (95%) 0,078 + 0,002 (103%)
Amostras
Musculo MW-AD 0,0025 +0,0001 <0,0001 0,029 + 0,002 0,0051 + 0,0001 < 0,002 0,044 + 0,003
bovino CHDS 0,0028 + 0,0002 < 0,0004 0,026 + 0,001 0,00493 + 0,00007 < 0,002 0,0430 + 0,0007
Musculo suino  MW-AD 0,00098 + 0,00008 <0,0001 0,025 + 0,002 0,01157 +0,00005 < 0,002 0,076 + 0,005
CHDS 0,00111 +0,00003 < 0,0004 0,022 £ 0,001 0,0120 + 0,0003 < 0,002 0,074 £ 0,002
Musculo de MW-AD 0,00088 + 0,00006 <0,0001 0,014 + 0,001 0,0271 + 0,0008 < 0,002 0,060 + 0,001
frango CHDS 0,00100 = 0,00006 < 0,0004 0,013 + 0,001 0,029 + 0,001 < 0,002 0,063 + 0,004
Figado bovino  MW-AD 0,00197 + 0,00007 0,0030 + 0,0003 0,0090 + 0,0005 0,76 £ 0,04 0,0049 + 0,0002 0,167 + 0,004
CHDS 0,0023 +0,0002 0,0034 + 0,0002 0,0099 + 0,0003 0,81+0,01 0,0056 + 0,0004 0,163 £ 0,001
Figado suino MW-AD 0,0012 + 0,0001 0,00155 + 0,00006 0,0041 + 0,0003 1,09 + 0,01 < 0,002 0,41 +0,01
CHDS 0,00129 + 0,00004 0,00172 +0,00009 0,0038 + 0,0003 1,14 £ 0,04 < 0,002 0,38 £ 0,02
Figado de MW-AD 0,0014 + 0,0001 <0,0001 0,0158 + 0,0004 0,662 + 0,006 0,0025 + 0,0002 0,41+0,02
frango CHDS 0,00148 + 0,00006 < 0,0004 0,0173 + 0,0009 0,668 + 0,009 0,0030 + 0,0003 0,381 + 0,008
Rim bovino MW-AD 0,0076 + 0,0002 0,0480 + 0,0009 <0,012 0,343 + 0,008 0,013 + 0,005 1,09 + 0,04
CHDS 0,0083 + 0,0004 0,0495 + 0,0008 < 0,009 0,356 + 0,006 0,011 +£ 0,002 1,03 +£0,04
Rim suino MW-AD 0,0028 + 0,0002 0,0228 +0,0002 0,011 + 0,001 0,705 + 0,001 0,0125 +0,0003 1,5+£0,1
CHDS 0,00304 + 0,00006 0,0240 + 0,0008 0,0123 + 00,0007 0,73+0,02 0,0134 + 0,0005 1,41 +0,03

nc = néo certificado;
Fonte: Autor, 2015.

*Valor de referéncia.
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A analise da Tabela 11 mostra que a concentragao de As, Cd, Cr, Mo, Pb e
Se nos materiais de referéncia certificados digeridos com o CHDS ficaram préoximos
dos valores certificados, obtendo-se recuperagdes entre 92 a 110%. Além disso,
todos os valores obtidos foram concordantes com os valores certificados ao nivel de
95% de confianga de acordo com o teste t ndo pareado.

A anadlise da Tabela 11 mostra que os resultados obtidos para As, Cd, Cr, Mo,
Pb e Se utilizando os dois sistemas de digestédo ficaram préximos e de acordo com o
teste t pareado, todos os valores obtidos para os dois sistemas de digestdo foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca. Os valores determinados nas amostras
utilizando o CHDS variaram entre 88 a 118% para As, Cd e Pb e 95 a 114% Cr, Mo
e Se em relacdo aos valores determinados pela MW-AD. As amostras foram
digeridas em triplicata utilizando os dois sistemas de digestdo (CHDS e MW-AD) e o
desvio padréo relativo (RSD) dos resultados obtidos para os analitos de interesse
variaram de 0,2 a 10%.

A correlacdo entre as concentragdes obtidas utilizando a MW-AD e as
concentragdes obtidas utilizando o CHDS esta representada na Figura 20. Os dois
métodos de digestdo quando comparados, apresentaram otima correlagcdo dos
resultados, obtendo-se r = 0,9964, A = 0,9818 e B = 0,019.

Figura 20 - Correlagdo entre os valores obtidos pela MW-AD e os valores obtidos pelo
CHDS para (®) As, (®) Cd, (&) Cr, (&) Mo, (*) Pb e (©) Se nas amostras analisadas.
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5.8.1. Limite de quantificagédo

O calculo do limite de quantificagdo foi realizado seguindo as mesmas
recomendacgdes descritas anteriormente na sessao 5.7.3. Os limites de quantificacéo
obtidos com os dois sistemas de digestado estdo expostos na Tabela 12. Ambos os
meétodos de digestdo apresentaram valores dos brancos analiticos baixos. Apenas
para o elemento Cd o CHDS obteve limite de deteccdo acima do limite de deteccéo
obtido pela MW-AD. No entanto, os limites de quantificacdo para As, Cd, Cr, Mo, Pb
e Se foram proximos para ambos os métodos de decomposicdo, demostrando um
desempenho adequado do CHDS para o preparo de amostras visando a

determinacéo de elementos em baixas concentragoes.

Tabela 12 - Limites de quantificacdo (LOQ) obtidos com CHDS e MW-AD por
ICP-MS/MS.

LOQ (mg kg*)

Elementos CHDS MW-AD
As 0,0002 0,0003
Cd 0,0004 0,0001
Cr 0,009 0,012
Mo 0,0003 0,0005
Se 0,003 0,004
Pb 0,002 0,002

Fonte: Autor, 2015.

5.9. CONSIDERAGOES FINAIS

O aperfeicoamento feito no CHDS tornou-o mais seguro e mais pratico para
analise de carne “in natura” em laboratérios dedicados a analise de rotina. O
aprimoramento feito ndo altera significativamente o baixo custo do equipamento.
Apesar de o CHDS nao contar com sensor de temperatura do liquido ou sensor de
pressdo, isso nado tornou-se limitante pois todos os frascos atingem
aproximadamente a mesma temperatura do bloco digestor. Vale ressaltar que

dependendo da natureza da amostra, reacdes exotérmicas podem ocorrer no
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momento da digest&do, provocando picos elevados de temperatura e pressao. Sendo
assim, € necessario o conhecimento prévio das amostras.

O procedimento de decomposi¢cao proposto neste trabalho é simples e utiliza
a amostra de carne “in natura” previamente processada, ndo sendo necessaria
etapa de secagem prévia. Assim, diminui-se tanto o tempo de preparo da amostra
como os riscos de contaminacdo da mesma. Este procedimento de decomposic¢ao é
relativamente rapido, sendo capaz de decompor 14 amostras em 75 minutos. O
procedimento de decomposicao assistido por radiacdo micro-ondas leva cerca de 40
minutos para decompor 6 amostras. Assim, o CHDS possui maior frequéncia
analitica que o forno micro-ondas utilizado neste trabalho. O CHDS permite
determinar elementos volateis (por exemplo As, Cd, Pb, Se), os quais podem ser
facilmente volatilizados em procedimentos de decomposi¢cao conduzidos em frasco

aberto.
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6. CONCLUSOES

O CHDS é um sistema simples com baixo custo de instrumentacdo e
manutencao, pois utiliza componentes facilmente encontradas no mercado nacional.
O desenvolvimento da tampa de Teflon com o sistema de alivio de pressao permite
ao analista aliviar a pressao dos frascos ao término da digestdo de forma simples,
pratica e segura. Ainda, esse sistema digere até 14 amostras em 75 minutos, que
pode ser considerado um tempo relativamente curto se comparado aos sistemas de
digestdo comercialmente disponiveis.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir que o
sistema de digestdo com aquecimento condutivo em frasco fechado € uma
alternativa simples, efetiva e de baixo custo para a digestdo de amostras de
musculo, figado e rim visando a determinagdo de macronutrientes, micronutrientes e
contaminantes inorgénicos. O procedimento de preparo de amostras de carne
proposto mostrou-se adequado para técnicas espectroanaliticas, tais como,
ICP OES e ICP-MS. O CHDS foi capaz de fornecer resultados satisfatérios, obtendo-
se concordancia com os trés materiais de referéncia certificados. Os resultados para
as amostras de carne digeridas com CHDS apresentaram otima correlagdo com
aqueles obtidos com o método de digestdo por via umida assistida por radiagcéo
micro-ondas em frasco fechado. Os limites de quantificagdo obtidos para o CHDS
foram adequados e atendem a legislagdo estabelecida pela Unido Européia
1881/2006 para Cd e Pb e a instrugdo normativa SDA N°13 para As, Cd e Pb em
produtos de origem animal. Além disso, o CHDS opera de acordo com as
recomendagdes da quimica verde, uma vez que pequenas quantidades de

reagentes sao necessarias e a geragao de residuos € minima.
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