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RESUMO

Neste trabalho, foram avaliados os principais méetodos de preparo de amostra
reportados na literatura para a decomposicdo de chocolate e, adicionalmente, foi
proposta a decomposi¢cdo por combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) para
posterior determinacdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado com nebulizacdo pneumatica (PN-ICP-OES) e
ultrassbnica (USN-ICP-OES). MAWD foi dividida da seguinte forma: (MAWD-1) 300
mg de amostra + 6 mL de HNO3 concentrado + 1 mL de H,0, (30%), (MAWD-2) 300
mg de amostra + 6 mL de HNOj3; concentrado, (MAWD-3) 500 mg de amostra moida
(p6) + 6 mL de HNO3 concentrado + 1 mL de H,0; (30%) e (MAWD-4) 300 mg de
amostra + 4 mL de HNO3; concentrado e 2 mL de HCI. Além disso, foi feita a
decomposicdo utilizando sistema com camara Unica de reacdo (SRC MAWD). Na
MIC foi avaliada a massa de amostra e a concentracdo de HNO3z; como solucao
absorvedora. O procedimento MAWD-3 apresentou concordancia dos valores para
todos os analitos apds determinagdo por ICP-MS com os demais procedimentos por
MAWD e SRC MAWD. Além disso, o teor de carbono residual (RCC) apos
decomposicdo por MAWD-3 foi de 1,4 += 0,1% ndo apresentando diferenca
significativa com os demais procedimentos por MAWD. Desta forma, nha
decomposicdo do chocolate por MAWD poderia se usar até 500 mg de amostra sem
necessidade de moagem. Na decomposicdo do chocolate por via seca foram
observadas perdas para Cd e na decomposic¢do por bloco digestor o teor de RCC foi
de 14%. Na MIC foi possivel a decomposicdo de até 500 mg de chocolate com
HNO3 7 mol L™ como solucéo absorvedora e o teor de RCC foi de 0,20 + 0,02%, seis
vezes menor quando comparado aos procedimentos por MAWD. Houve
concordancia dos resultados para Cr e Ni obtidos por PN-ICP-OES comparado com
os resultados obtidos por ICP-MS para quase todos os métodos de preparo
avaliados. Os valores para Cd e Pb ficaram abaixo do limite de deteccdo (LD) por
PN-ICP-OES. Na decomposicéo de material de referéncia certificado (CRM) de leite
em po integral por MAWD-2 e determinagdo por ICP-MS foram observadas
concordancias da ordem de 107, 104 e 91% para Co, Cr e Pb, respectivamente, e
concordancias da ordem de 97 e 95% para Co e Pb, respectivamente, com CRM de
leite sem gordura. Os LDs obtidos para Cd, Co e Cr por USN-ICP-OES
apresentaram uma melhora significativa quando comparado com os LDs obtidos por
PN-ICP-OES. Para Pb houve uma melhora por um fator de até dez vezes nos LDs
para USN-ICP-MS quando comparado com PN-ICP-OES. Contudo, a determinacéo
de Ni néo foi possivel por USN-ICP-OES. Desta forma, os métodos MAWD-3 e MIC
7 mol L™ mostraram-se satisfatorios para a decomposicdo de até 500 mg de
chocolate, com tempos de decomposicdo inferiores aos sistemas abertos e a
possibilidade de determinacéao de Cd, Co, Cr e Pb por ICP-MS ou USN-ICP-OES.
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ABSTRACT

In this work, was evaluated the main methods of sample preparation reported
in the literature for decomposition of chocolate and, in addition, was proposed the
decomposition by microwave induced combustion (MIC) for further determination of
Cd, Co, Cr, Ni and Pb by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
and pneumatic nebulization with inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (PN-ICP-OES) and ultrasonic nebulization (USN-ICP-OES). MAWD
was splitted in 4 ways: (MAWD-1) 300 mg of sample + 6 mL concentrated HNO3 + 1
mL of H,O, (30%), (MAWD-2) 300 mg of sample + 6 mL concentrated HNOs3,
(MAWD-3) 500 mg of ground sample (powder) + concentrated HNO3; + 1 mL of H,0
(30%) and (MAWD-4) 300 mg of sample + 4 mL concentrated HNO3; + 2 mL
concentrated HCI. Moreover, the decomposition was performed in a closed system
using single reaction chamber (SRC MAWD). In the MIC was evaluated the mass of
the sample and the HNO3; concentration as absorption solution. The procedure
MAWND-3 presented agreement of values for all analytes after determination by ICP-
MS with other procedures MAWD and SRC MAWD. Besides, the residual carbon
content (RCC) after decomposition by MAWD-3 was 1.4 + 0.1% without significant
difference with the other procedures MAWD. Thus, the decomposition of chocolate
by MAWD could be used up to 500 mg of sample without grinding. In the
decomposition of chocolate by dry ashing was observed losses for Cd and in the
decomposition in open vessels the RCC was 14%. In the MIC was possible to
decompose up to 500 mg of chocolate with 7 mol L™* HNO; as absorption solution
and the RCC value was 0.20 + 0.02%, six fold lower compared to the MAWD
procedures. There was agreement in the results for Cr and Ni obtained by PN-ICP-
OES compared with the results obtained by ICP-MS for almost all preparation
methods evaluated. The values for Cd and Pb were below the limit of detection (LD)
by PN-ICP-OES. In the decomposition of certified reference material (CRM) of whole
milk powder by MAWD-2 and determination by ICP-MS were observed agreement in
the range of 107, 104 and 91% for Co, Cr and Pb, respectively, and agreement in the
range of 97 and 95% for Co and Pb, respectively, using CRM non-fat milk. The LDs
obtained for Cd, Co and Cr by USN-ICP-OES showed a significant improvement
when compared with the LDs obtained by PN-ICP-OES. For Pb there was an
improvement up to ten fold in the detection limits for USN-ICP-MS when compared
with PN-ICP-OES. However, the determination of Ni was not possible for USN-ICP-
OES. Thus, MAWD-3 and MIC 7 mol L™ methods were satisfactory for decomposing
up to 500 mg of chocolate, decomposition times lower than open systems and the
possibility of determination Cd, Co, Cr and Pb by ICP-MS or USN-ICP-OES.
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1. INTRODUCAO

O chocolate pode ser definido como uma suspensao de material particulado
sélido, com acucar, solidos de cacau com ou sem solidos de leite, em uma fase rica
em gordura.! A semente de cacau contém vitaminas e alguns elementos que
também s&o encontrados no chocolate e, embora os graos sejam fermentados e
submetidos a um tratamento a altas temperaturas, os elementos apresentam uma
disponibilidade satisfatéria nos derivados de cacau.® O chocolate tem sido
considerado medicinal, tendo diversas aplicabilidades como, por exemplo, atuar
como estimulante do sistema nervoso central, estimulacéo da atividade do estdmago
e rins, diminuicdo da fadiga mental e, também, pode ser usado para administrar
farmacos com sabor desagradavel.’

Segundo a legislacdo brasileira®, o chocolate deve ser obtido de matérias
primas “limpas”, isentas de matéria terrosa, de parasitas, detritos de animais, cascas
de sementes de cacau e outros detritos vegetais. Além disso, apesar de ndo haver
uma legislacao brasileira especifica para contaminantes inorganicos no chocolate, o
monitoramento de metais se faz necessario, uma vez que elementos como Cd, Cr e
Pb podem ser toxicos se ingeridos em quantidades que excedem os valores
recomendados.”

No entanto, a determinacdo de metais em chocolate €, ainda, um desafio
analitico em face as dificuldades que surgem devido as caracteristicas da matriz. O
chocolate € uma matriz que apresenta uma composicao variada em funcdo da
grande diversidade de constituintes utilizados na fabricagcdo (emulsificantes,
aromatizantes, agentes de corpo, edulcorantes, etc). Alguns elementos, por
exemplo, estdo na faixa de pg kg™ ou mg kg™ e o sucesso na etapa de determinacéo
de metais € um compromisso entre o0 méetodo de decomposicao e a técnica para a
determinagéo.®

A decomposicdo por via Umida em sistemas abertos para posterior
determinacdo de metais em chocolate € um método comumente utilizado. Contudo,
tal método ndo garante a destruicdo completa da matriz de amostras com alto teor
de carbono e, adicionalmente, € necessario empregar um volume relativamente
elevado de &cidos e longo tempo de decomposicéo.” A decomposicéo por via Gmida

em sistemas fechados, por sua vez, oferece algumas vantagens em relagdo aos
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sistemas abertos. Assim, os sistemas fechados permitem maiores temperaturas das
solucbes de decomposicdo além destes sistemas também minimizarem a
contaminacdo e a perda de espécies volateis por operarem em uma atmosfera
isolada.?®

Os procedimentos baseados em reacdes de combustdo apresentam a
vantagem de converter 0s materiais organicos nos respectivos produtos de
combustdo usando somente oxigénio como reagente, o que minimiza o risco de
contaminac&o.’® Assim, um outro procedimento reportado para a decomposicdo do
chocolate é a combustdo por via seca em forno tipo mufla. Apesar da simplicidade
do método, alguns elementos podem ser convertidos em uma forma volatil e serem
facilmente perdidos durante a decomposicdo.'* Em contrapartida, na combustdo em
sistemas fechados, o0s inconvenientes de perdas por volatilizacdo podem ser
evitados. A combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) tem apresentado algumas
vantagens interessantes no que se refere ao preparo de amostras como baixo
consumo de reagentes e alta eficiéncia de decomposicao. Além disso, a MIC permite
a aplicacdo de uma etapa de refluxo proporcionando uma efetiva lavagem das
paredes internas dos frascos de combustdo. Adicionalmente, acido nitrico diluido
pode ser uma adequada solucgéo absorvedora para muitos analitos.*?

Desta forma, no presente trabalho, foi avaliada a decomposi¢céo de chocolate
por via seca, decomposi¢cdo em sistema aberto com bloco digestor, decomposi¢cao
por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas (MAWD), decomposi¢do por via
Umida assistida por radiacdo micro-ondas com camara Unica de reacdao (SRC
MAWD) e MIC para a determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado com nebulizacdo pneumética (PN-ICP-
OES) e ultrassonica (USN-ICP-OES). Na MIC foram avaliadas condigbes como
massa de amostra e concentracdo de HNOjz; como solucdo absorvedora. Na
determinacdo por USN-ICP-OES foram avaliadas parametros como vazao da bomba
peristaltica, poténcia do gerador de radio frequéncia, vazéo do gas auxiliar, vazéo do
gas de nebulizacdo, temperatura de aquecimento do tubo em U e temperatura de

resfriamento do condensador.



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo ser8o descritas algumas caracteristicas do chocolate, os
principais elementos presentes e as possiveis fontes de contaminacdo, bem como
0S aspectos regulatérios pertinentes a este produto. Em seguida, serdo
apresentados os métodos de preparo de amostra geralmente empregados para a
decomposicao de chocolate e as técnicas de determinacdo de metais.



Revisdo da Literatura

2.1. Chocolate: generalidades

O chocolate € um produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau
(Theobroma cacao L.), massa de cacau, p6 e/ou manteiga de cacau, além de outros
ingredientes. O produto pode apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia
variados.'® Por algumas de suas propriedades, o chocolate tem sido considerado um
alimento funcional, fonte de substancias fitoquimicas, que promovem efeitos
cardioprotetores, anti-inflamatoérios, imunomoduladores e antioxidantes, reduzindo a
incidéncia de neoplasias, doencas cardiovasculares, gastricas e reumaticas, dentre
outras patologias causadas por estresse oxidativo.****> No entanto, o chocolate deve
ser consumido com moderacao, principalmente porque € rico em gordura saturada
(encontrada em alimentos de origem animal como ovos, queijos e leite) e acUcar.
Em excesso, esses constituintes podem levar ao aumento do colesterol, problemas
no estdmago e intestino e & obesidade.®

De acordo com a Portaria n° 398 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), alimento funcional € “todo alimento ou ingrediente que, além das funcdes
nutricionais béasicas, quando consumidos na dieta usual, produz efeitos metabdlicos
e/ou fisiol6gicos e/ou efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdo médica".'® Consequentemente, nos Uultimos anos, devido ao
interesse crescente dos consumidores por alimentos funcionais, tanto a industria
guanto a comunidade cientifica tem buscado cada vez mais informacdes sobre
esses produtos e suas substancias bioativas.’

Apesar da diversidade, os tipos de chocolate mais consumidos ainda sao
chocolate ao leite, branco, meio amargo e amargo. Entre 2006 e 2008, o chocolate
amargo (com teores de cacau acima de 56%) apresentou um crescimento nas
vendas. Isto se deve ao seu sabor particular e, também, pela divulgacdo de seus
beneficios & satde.”®'® Na Tabela 1 estdo mostradas as diferencas entre os tipos
de chocolates mais comercializados.

Tanto a produgdo quanto o consumo de chocolate tem aumentado
anualmente no Brasil e no mundo.’ Alguns pontos centrais da avaliacdo da
qualidade do chocolate séo: ser soélido a temperatura ambiente, derreter
rapidamente na boca e ter granulometria padronizada. Estes itens influenciam na
textura e nas caracteristicas reoldgicas do alimento afetando as percepcdes

sensoriais.?°
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Tabela 1. Diferencas entre os tipos de chocolate mais comercializados (adaptado de Farah’®).

_ _ Valor
Tipo de Ingredientes Teor de .
- caldrico
chocolate utilizados cacau (%)
(kcal/100 g)
Ao leite AcuUcar, massa e manteiga de cacau, 20a 39 568
leite, leite em po6 e condensado
Branco AcuUcar, manteiga de cacau, leite em po - 549
e lecitina
Meio Massa e manteiga de cacau, pouco 40 a 55 550
amargo acucar
Amargo Massa e manteiga de cacau, pouco 56 a 85 500
acucar

Em escala industrial, o processamento usual do chocolate segue a seguinte
sequéncia de operacdes unitarias: mistura de ingredientes, refino, conchagem,
temperagem, seguida da cristalizacdo da massa. Em contrapartida, o chocolate é
produzido a partir de muitas receitas diferentes e contém ingredientes extras em
adicdo aos produtos de cacau. Portanto, o valor nutricional ira variar de acordo com
os ingredientes.*

2.2. Elementos presentes no chocolate e fontes de contaminacéo

O cacau é uma fonte extremamente rica de muitos elementos essenciais.
Assim, o contetdo mineral do cacau reflete o solo no qual o0 mesmo cresceu e 0s
valores reportados sdo bastante variados.””> Na Tabela 2 estd mostrada a
concentracédo de alguns elementos presentes no chocolate preto a partir de dados
da literatura.
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Tabela 2. Concentracdo de alguns elementos presentes no chocolate preto.

Elemento Faixa de concentracéo (ug g™) Referéncia
Ca 324-2069 23
Cu 4,32-9,71 24
Fe 15-51 25
K 3180-13240 26
Mg 913-1550 26
Mn 2,54-14,5 27
Na 60-510 23
Ni 1,45-4,33 28
Zn 14-17 29

O cacau tem o potencial de fornecer significantes quantidades de elementos a
dieta humana. Entretanto, pouco é conhecido sobre a biodisponibilidade dos
elementos a partir do cacau e do chocolate. Existem os chamados antinutrientes
presentes no cacau e chocolate, tais como acido oxalico e acido fitico, polifendis e
fibras os quais podem interferir na absorcdo de minerais. Por exemplo, acido oxalico
combina-se com Ca no intestino para formar oxalato de célcio o qual é bastante
insolavel. Acido fitico pode formar complexos com Ca, Fe e Zn no intestino e estes
complexos sdo bastante insollveis. Além desses, os polifendis sdo conhecidos
guelantes de varios metais de transicdo e podem afetar a ligacdo metal-proteina e,
portanto, também tém potencial para diminuir a absorcdo mineral.*

Uma potencial fonte de contaminacdo de metais em chocolates pode ser a
partir da captacdo do solo, deposicdo nos grdos em funcdo de contaminacdo da
atmosfera local, adsorcdo dos ions a partir do solo durante a etapa de secagem,
contaminacdo a partir das ferramentas de moagem utilizadas nas industrias e
contaminac&o do ar durante o processamento do cacau.®

O Ni é um dos principais contaminantes resultantes do processo de
manufatura do chocolate, uma vez que no processo de endurecimento da barra é
utilizado Ni como catalisador na reacdo de hidrogenacdo da gordura. Além disso, a
manteiga de cacau é outro ingrediente que pode conter altas concentracées de Ni.**
Outras rotas para possiveis contaminacdes por este metal estdo no armazenamento
da matéria prima em containeres & base de Ni.** Em quantidades traco Ni pode ser

benéfico como um ativador de sistemas enzimaticos.>®> Contudo, em altas
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concentracbes, o Ni pode se acumular nos pulmbes e causar hemorragias
géastricas.®* Entretanto, compostos de Ni ndo sdo considerados carcinégenos aos
animais e humanos, mas a possibilidade de que o Ni possa atuar como um promotor
de neoplasias tem sido reportada.®

O chocolate passa por diferentes processos industriais e sdo embalados para
fornecer um meio de proteger o produto e na maioria das embalagens sé&o
impressos com tintas de cores variadas.*® Alguns metais como Pb e Cr podem
migrar da embalagem para a superficie de alimentos em certas condicdes.®” As
embalagens empregadas no mercado nacional para o acondicionamento de barras
de chocolate de 30 e 100 g sao normalmente compostas de estrutura de
polipropileno biorientado com sistema de selagem a frio. Este sistema de selagem é
o ideal para produtos sensiveis ao calor, além de proporcionar ganhos de velocidade
no acondicionamento.®®

O Cd é conhecido por ser acumulado por absorcéo foliar e radicular em graos
de cacau. O metal € mobilizado pela acdo de minhocas em uma espessa camada de
folhas de cacau, provavelmente, ricos em Cd. O nivel de Cd nos graos também é
afetado pelas atividades de mineracdo na &rea e pela aplicacédo de fertilizantes no
s0l0.* Quando Cd é ingerido em quantidades excessivas, ele pode induzir alguns
sintomas como dores gastrintestinais, nausea, angustia, diarreia, dano hepéatico e
hipertensao.?®

O Co é um elemento que esta naturalmente presente em rochas, solos e agua
e € geralmente encontrado em associacdo com o Ni. E essencial em quantidades
traco para humanos e outros mamiferos porque € um dos componentes da vitamina
Bi1, e a deficiéncia pode se manifestar através de anemias e problemas no sistema
nervoso.*® Apesar de néo ser altamente téxico, em doses altas pode produzir edema
pulmonar e a exposicao cronica pode levar a anormalidades da tireoide.**

Diante do exposto, faz-se necessario um controle da presenca destes metais
em amostras de chocolate. Uma vez que a populagdo mais propensa aos efeitos
toxicos sdo as criancas, um dos principais consumidores do produto, ja que n&o
apresentam 0s mecanismos fisiologicos de depuracdo destes metais em total

estagio de amadurecimento como nos adultos.



Revisdo da Literatura

2.3. Aspectos regulatorios

Uma vez que o chocolate € um dos alimentos com elevado consumo ao redor
do mundo, os consumidores ndo se preocupam apenas com o0 valor nutricional do
produto, mas também com relacdo a seguranca e qualidade proporcionados para
uma ingestéo segura.?> O contetido de elementos traco em gréos de cacau e, por
conseguinte, no chocolate, podem variar por muitos motivos e sdo afetados por
fatores como: variedade da colheita, fertilizacdo, origem genética dos graos,
variagdo sazonal, condicbes de armazenamento dos gréos, processamento da
colheita e poluicdo ambiental.*?

Além disso, os limites maximos permitidos para muitos metais diferem e ainda
estdo sendo avaliados em muitos paises. A Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) e a Committee European for Standardization (CEN) disponibilizam
alguns métodos que podem ser aplicados para amostras de chocolate, mas nenhum
deles contempla a determinacéo de metais.®

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) as
concentracbes permitidas para As e Pb em produtos de cacau e derivados séo 1 e
0,1 pg g, respectivamente. Ainda, segundo a FAO, as concentraces permitidas
para As, Cu, Fe e Pb na manteiga de cacau sdo 0,1, 0,4, 05 e 0,1 mg L™,

respectivamente.*

2.4. Métodos de preparo de amostra e técnicas para posterior determinacao

de metais em chocolate

Na sequéncia analitica, uma das primeiras etapas consiste em submeter a
amostra a um tratamento adequado com vistas a preparacdo da mesma para as
etapas subsequentes. Cabe ressaltar que a etapa de preparo de amostra, dentre as
vérias etapas da sequéncia analitica, carece de uma atengéo especial, pois podem
ocorrer erros 0s quais podem repercutir em todo o experimento. Como exemplo,
podem ocorrer perdas de analito por volatilizagdo, contaminacéo por diversas fontes,
adsorcao e/ou dessorcao do analito, decomposi¢cao ou dissolucdo incompleta, entre

outros.**?
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Além destas caracteristicas, um método de decomposi¢do deve contemplar
caracteristicas como simplicidade, rapidez, utilizar pequenos volumes de &cidos e
produzir resultados precisos e exatos. Logo, o0 método mais adequado para
decompor uma amostra para analise depende da natureza da amostra, do analito,
bem como sua concentragdo, da técnica de determinacgéo e, finalmente, da precisao
e exatiddo desejadas.” Assim, Knapp®® propdés uma classificacdo dos métodos de
decomposicdo de amostras conforme mostrado na Tabela 3.

Os métodos oficiais de analise sdo designados por grupos de amostras
classificados de acordo com sua natureza ou classificados para um analito
especifico. Os métodos recomendados pela The United States Environmental
Protection Agency?’ (EPA) para amostras sélidas e posterior determinagdo de
metais usando técnicas de espectrometria atbmica e que poderiam ser aplicados
para amostras de chocolate estdo mostrados na Tabela 4.

Por conseguinte, dentre os principais métodos de preparo de amostra
reportados na literatura para a determinacdo de metais em chocolate destacam-se
decomposicdo por via Umida em sistema aberto com aquecimento convencional,
decomposicao por via Umida em sistema fechado com aquecimento por radiacéo

micro-ondas e combusto por via seca.?>?%48>1
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Tabela 3. Classificacdo dos métodos de decomposicao de amostras (adaptado de Knapp

46) '

Procedimento de decomposigéo

Classificacao

Fusao

Decomposicao por via umida

Combustao

Em sistemas abertos
Com aquecimento convencional

Aquecimento por radiagdo micro-ondas

Em sistemas fechados
Com aquecimento convencional

Aquecimento por radiagdo micro-ondas

Em sistemas em fluxo
Com aquecimento convencional

Aquecimento por radiagdo micro-ondas

Em sistema aberto

Tubo de combustéo

Decomposi¢ao por via seca
Decomposicdo a baixa temperatura com
oxigénio excitado (Cool Plasma Asher®)
Sistema Wickbold com chama

hidrogénio-oxigénio

Em sistema dinamico
Trace-O-Mat®

Em sistema fechado
Frasco de combustédo de Schéninger
Bomba de Combustao

Combusté&o iniciada por micro-ondas

10
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Tabela 4. Resumo de alguns métodos para extracdo e decomposicdo de amostras sélidas e subsequente determinacio elementar (adaptado de EPA®).

Método

Método

Matriz

Reagentes e condi¢oes

Elementos

Técnica de

determinacao

EPA 3031

EPA 3050A

EPA 3050B

EPA 3051

Decomposi¢do
acida (sistema
aberto)

Decomposicao
acida (sistema
aberto)
Decomposicao
acida (sistema
aberto)
Decomposicdo
acida assistida por
micro-ondas

(sistema fechado)

Oleos, ceras e

produtos de petréleo

Sedimentos e 6leos

Sedimentos e 6leos

Sedimentos, solos e

6leos

0,5 g de amostra misturada com 0,5 g
de permanganato de potassio e adi¢do
de 10 mL de H;SO4. Apoés, adicao de 2
mL de HNO3 concentrado e 10 mL de
HCI concentrado
1-2 g de amostra in natura e adicdo de
10 mL de HNO3 concentrado + 3 mL
de Hx0;

1-2 g de amostra in natura e adicdo de
10 mL de HNO3 concentrado + 3 mL
H>0; + 10 mL de HCI concentrado
0,25 - 0,5 g de amostra + 10 mL de
HNO;3 concentrado

0,25 - 0,5 g de amostra + 9 mL de
HNO3 concentrado + 3 mL de HCI

concentrado

Ag, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni,
Se, Sb, Pb, T, Ve Zn

As, Be, Cd, Co, Cr, Fe, Mo, Pb, Se, e Tl

Ag, Al, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Tl, V e Zn

Ag, Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb,
Sh, Se, Sr, T, Ve Zn

Ag, Al, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Tl, V e Zn

F AAS
ICP-OES

GF AAS
ICP-MS

F AAS
ICP-OES

F AAS
GF AAS
ICP-OES

F AAS
ICP-OES
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2.4.1. Decomposicédo por via umida em sistema aberto

A decomposicdo de materiais organicos ou biolégicos por via Uumida, em
geral, implica em aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral
oxidante concentrado, de misturas de &cidos oxidantes, ou mistura de um acido
oxidante com peréxido de hidrogénio. Acido nitrico € um &cido forte e um agente
oxidante bastante poderoso e, além disso, quase todos os nitratos sdo solaveis em
agua. Para ajudar na dissolucdo de alguns metais poderia adicionar espécies
complexantes como o HCI as solugbes de HNOj;. Vale destacar que o HCI nao
apresenta propriedades oxidantes e a maioria dos cloretos metélicos sédo sollveis
em agua. Ja a adicdo de pequenas quantidades de H,0O, as solucbes de HNO3 é
bastante comum como tratamento final para a remocéo de produtos coloridos que
permanecem em solucdo. Além disso, o poder oxidante de um acido, como o HNOg3,

poderia ser aumentado pela utilizacdo de um oxidante auxiliar como 0 H,0,.4*°

2.4.1.1. Decomposicdo por via umida em sistema aberto com aquecimento

convencional

Neste método de decomposicdo sdo utilizados blocos digestores ou chapas
de aquecimento. Na comparacao com os métodos de decomposicao por via seca, a
decomposicdo por via Umida é considerada mais rapida, porém a temperatura
maxima que pode ser alcancada é limitada pela temperatura de ebulicdo do acido.
No caso do &cido nitrico, 0 aquecimento ndo excede 122 °C, o que é insuficiente
para a decomposicdo de algumas amostras que exigem temperaturas elevadas para
a decomposicéo, muitas vezes na faixa de 300 °C.>??

Na Tabela 5 estdo mostrados alguns trabalhos nos quais a decomposi¢cao por
via Umida em sistema aberto com aquecimento convencional € aplicada para

amostras de chocolate.
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Tabela 5. Decomposicao por via imida em sistema aberto com aquecimento convencional como método de preparo de amostra para chocolate.

Preparo da amostra

Técnica de

determinacao

Observacdes

Amostra Analitos
Chocolate Cd, Cu, Fe, Ni,
em barra® Pbe zn
Chocolate Cd, Cu, Fe, Mn,
em barra® Ni, Pb e Zn
Gomas de Cd, Cr, Cu, Mn,
chocolate™ Ni, Fe e Pb
Balas de Cd, Co, Cu, Fe,
chocolate® Ni, Mn e Pb
Balas de Cd, Nie Pb
chocolate®
Graos de cacau, Pb

casca, solo e balas

de chocolate®

2 g de amostra homogeneizada, 10 mL de HNO; concentrado e 15

mL de HCIO,. A mistura foi aquecida até 200 °C por cercade 3a 4 h

0,5 g de amostra e 5 mL de HNOj; concentrado. Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 70 °C por 1 h e, ap6s resfriamento, foi
adicionado 1,5 mL de HCIO, seguido de aquecimento até 240 °C
1 g de amostra, 6 mL de HNOg concentrado e 2 mL de H,O,. Apés,
aquecimento a 100°C por 1 h

10 g de amostra e adigcdo de HNO3; + HCI (1 mL + 5 mL)

0,5 g de amostra e adi¢cdo de uma mistura de 2 mL de HNO3;
concentrado e H,0; (30%). Em seguida, as amostras foram
submetidas a aquecimento em bloco digestor por cercade 2a 3 h
Nao hé especificagdo da quantidade de amostra usada. Como

reagente, foi utilizado agua régia HNO3; + HCI (3 mL + 1 mL)

F AAS? (Cu, Fee Zn) e
GF AAS" (Cd, Ni e Ph)

F AAS (Cu, Fe, Mne Zn) e

GF AAS (Cd, Ni e Pb)

F AAS

F AAS

ET AAS®

HR-ICP-MS*

Os limites de deteccéo (LDs) foram de
0,001 pg g* para Cd, 0,004 pg g™ para Cu, 0,009
ug g* para Fe, 0,001 pg g™ para Ni, 0,001 pg g™

para Pb e 0,001 pg g™ para Zn
Os valores encontrados para Pb e Cd estavam
acima dos limites preconizados para uma ingestao
diaria segura
Os autores observaram que quando HNO3
concentrado e H,O, eram usados separadamente,
era observado que as amostras néo eram
digeridas suficientemente
Os valores encontrados apenas para Fe e Mn
estavam acima dos limites preconizados para uma
ingestéo diaria segura
LDs: 0,0025 pg g™ para Cd, 0,0075 pg g™ para Pb
e 0,0275 g g™ para Ni

Os autores observaram que a concentragdo de Pb
em gréos de cacau foi menor ou igual a 0,5 ng g™
e 230 e 70 ng g* em cacau manufaturado e balas

de chocolate, respectivamente

& Espectrometria de absorg&o atémica com chama
Espectrometria de absorcédo atdmica com forno de grafite
° Espectrometria de absor¢éo atdmica com atomizacao eletrotérmica
4 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado de alta resolugéo
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2.4.2. Decomposicao por via umida em sistema fechado

No emprego de sistemas fechados, a decomposi¢cdo da amostra € melhorada
pelo efeito sinérgico da elevada temperatura e pressédo. Este método € mais
eficiente do que o procedimento de decomposicao por via Umida em sistema aberto
ja que as perdas por volatilizacdo sao evitadas e os valores dos brancos podem ser
reduzidos.®®

Na decomposicéo utilizando a radiagdo micro-ondas a reacao € mais rapida
em relacdo aos sistemas com aquecimento convencional.®®® Dessa forma, a
principal diferenca entre o aquecimento convencional e o aquecimento com radiacao
micro-ondas esta na forma de transferéncia de energia. No aquecimento condutivo,
€ necessario primeiro o aquecimento dos frascos, para que depois o calor seja
transferido para a solugdo. Quando um material ndo transparente as micro-ondas
absorve este tipo de radiacdo, o material pode sofrer um aumento consideravel na
sua temperatura, devido, principalmente, a interacdo da radiacdo com o0s ions
dissolvidos e com o solvente, provocando os fendbmenos da migracao ionica e a
rotacdo de dipolos.>® Além disso, os equipamentos modernos proporcionam maior
seguranca, em vista de possuirem sensores capazes de controlar a temperatura e a
pressao na mistura durante a decomposicédo, além do acompanhamento da poténcia
real irradiada.”’

Na Tabela 6 estdo mostrados alguns trabalhos nos quais a decomposi¢ao por
via Umida em sistema fechado com aquecimento por radiacdo micro-ondas é

aplicada para amostras de chocolate.
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Tabela 6. Decomposicdo por via Umida em sistema fechado com aquecimento por radiagdo micro-ondas como método de preparo de amostra para

chocolate.
Técnica de
Amostra Analitos Preparo da amostra Observacdes
determinagéo
Chocolate Ca, Mg, Na e K Entre 0,2 e 0,6 g de amostra, 3 mL de HNO3 F AAS LDs: 12,5 ug g~ para Ca, 2,5 ug g~ para Mg, 4,15 ug g~
em barra* concentrado e 3 mL de agua para Na e 4,15 pg g™ para K
Acucar, cacau e Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, 1 g de amostra e 9 mL de HNO; concentrado F AAS A concentragao de Cd, Co, Cr, Ni, e Pb foi abaixo do LD
Chocolate® Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn (< 0,03 pg g™ para Cd, < 0,1 pg g™ para Co, < 0,2 ug g™
para Cr, < 0,2 ug g™ para Nie < 0,1 pug g™ para Pb)
Doces a base de Cd, Co, Cu, Cr, Mn e Zn 2 g de amostra, 9 mL de HNO; concentrado e 1 ICP-OES Das 92 amostras avaliadas, Pb foi detectado em altas
chocolate® mL de H,0, concentragdes em 10 amostras e Cr foi detectado em
concentracdes elevadas em 7 amostras quando
comparado com valores de ingestdo maxima toleravel.
Chocolate Ag, Ba, Fe, Ga, Ge, Sn, Sr, Entre 0,2 e 0,6 g de amostra, 3 mL de agua ultra ICP-MS LDs: 0,042 ug g™ para Ag, 0,045 ug g™ para Ba, 0,043 g
em barra® TeeV pura e 3 mL de HNO3 concentrado g™ para Fe, 0,001 ug g* para Ga, 0,0015 g g™ para Ge,
0,0015 ug g™ para Sn, 0,0065 pg g™ para Sr, 0,001 pg g*
para Te e 0,01 ug g™ para Vv
Chocolate Co, Cr, Cu, Li, Mn, Mo, Ni, Entre 0,2 e 0,6 g de amostra, 3 mL de agua ultra ICP-MS Os autores constataram que nas amostras de chocolate
em barra® SeeZn pura e 3 mL de HNO3; concentrado analisadas foram encontrados concentracdes elevadas de
Co, Cu, Cr, Mn e Ni quando comparados com valores de
ingestdo maxima toleravel
Chocolate Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Mg, Entre 0,10 e 0,25 g de amostra, 4 mL de HNO; 2,8 ICP-MS LDs: 0,035 ug g™ para Al, 0,005 ug g™ para As, 0,0002 ug
em barra® Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr,V e mol L™ e 2 mL de H,0, g™ para Cd, 0,0005 ug g™ para Co, 0,010 ug g™ para Cr,
Zn 0,016 pug g* para Cu, 0,060 pg g™ para Mg, 0,005 pg g™
para Mn, 0,001 pg g™ para Mo, 0,007 ug g* para Ni, 0,004
ug g™ para Pb, 0,020 pg g™ para Se, 0,012 pg g™ para Sr,
0,005 pg g™ para V e 0,030 ug g* para zZn
Chocolate Br, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, 0,5 g de amostra, 5 mL de HNO; concentrado, 1 XRF?* LDs: 0,02 ug g™* para Br, 0,06 ug g™ para Cr, 0,03 ug g*
em barra® Rb, Sr, Tie Zn mL de H,0 e 1 mL de HCI concentrado para Cu, 0,04 ug g para Fe, 0,04 pg g™ para Mn, 0,06 ug

g™ para Ni, 0,03 ug g* para Pb, 0,02 pg g™ para Rb, 0,02
ug g™ para Sr, 0,05 ug g* para Tie 0,03 ug g™ para Zn

#Fluorescéncia de raios X
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Uma vez que os procedimentos de decomposicdo por via Umida foram
abordados, a seguir, serdo apresentados os aspectos relacionados a decomposicao
por combustdo por via seca e a combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) em

sistema fechado.

2.4.3. Combustao

As reacdes de combustdo apresentam uma eficiéncia mais elevada no que se
refere & conversdo de carbono e hidrogénio presentes na matriz para os produtos de
oxidacdo correspondentes. Nesta perspectiva, a combustdo em sistemas abertos ou
fechados, representa um modo conveniente e efetivo para obter digeridos, contendo
o minimo teor de carbono residual que, consequentemente, quando em niveis
elevados, pode causar problemas na determinacado do analito.*?

A fonte de oxigénio pode ser o ar, através do preenchimento do frasco de
decomposicdo com oxigénio ou pela passagem de oxigénio por este. Portanto, a
grande vantagem deste procedimento € utilizar apenas oxigénio, uma vez que este
gas apresenta minimos teores de elementos traco em relagdo aos acidos
normalmente empregados.** Neste procedimento, a matéria organica é decomposta

por uma combinacéo de processos envolvendo, principalmente, pirélise e oxidacao.

2.4.3.1. Combustéo por via seca

Neste sistema, a amostra € aquecida a altas temperaturas em um forno mufla.
O oxigénio presente na atmosfera pode atuar como agente oxidante e o residuo da
gueima consiste em oxidos de metais, assim como sulfatos ndo volateis, silicatos,
entre outros constituintes.®®® Um dos inconvenientes associados a este método é
gue elementos que podem ser convertidos em uma forma volatil sdo geralmente
perdidos durante a decomposicéo. Outro problema que pode estar associado a este
meétodo é a ocorréncia de reacao entre 0 analito e o material do cadinho, sendo que
o analito pode ficar adsorvido nas paredes do recipiente. Além disso, pode haver
perda da amostra por proje¢ao ou ignicao se o aumento da temperatura for efetuado

rapidamente.
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Assim, Guldas®® procedeu a decomposicdo de amostras de chocolate
utilizando a combustao por via seca para posterior determinacéo de Fe, Cu e Zn por
F AAS e Cd, Ni e Pb por GF AAS. Para isso, 1 a 5 g de amostra foram pesadas em
cadinho e submetidas a aquecimento em forno mufla (500 + 25 °C). ApoOs
resfriamento, 1 mL de HNO3; e 10 mL de agua foram adicionados ao material. As
amostras foram submetidas ainda a decomposicao por via imida em sistema aberto
com aquecimento convencional e MAWD. Segundo o autor, quando a combustdo
por via seca e a decomposicdo por via imida em sistema aberto foram comparadas,
diferencas significativas foram observadas para Cu, Zn e Ni. Além disso, diferencas
significativas foram observadas com todos os elementos avaliados quando
comparando os métodos de combustéo por via seca e MAWD.

No entanto, na decomposicdo de chocolate para posterior determinacdo de
Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Pb por F AAS, Duran et al.>* ndo encontraram diferencas
significativas entre os resultados quando comparando os métodos de combustéo por
via seca e decomposicao por via umida em sistema aberto. Para a decomposicao, 1
g de amostra foi pesada em cadinho de porcelana e a temperatura do forno foi
programada para aquecimento gradativo até 450 °C por 1 h e, posteriormente, as
amostras foram dissolvidas em 5 mL de HNOj; (25% v/v). Os LDs n&o foram

informados pelos autores.

2.4.3.2. Combustao em sistema fechado

Dois métodos séo classicamente descritos utilizando a combustdo em sistema
fechado: frasco de combustdo de Schoniger e bomba de combustdo. Nao obstante,
a utilizacdo das mesmas decresceu nos ultimos anos em funcéo do desenvolvimento
de sistemas empregando radiagdo micro-ondas que, devido as vantagens
agregadas, pode ser considerada como uma ferramenta promissora na

decomposicdo por combustdo em sistemas fechados.®*
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2.4.3.2.1.Combustéo iniciada por micro-ondas

Um dos focos principais no desenvolvimento da decomposicdo de amostras
por combustéo iniciada por micro-ondas foi associar as vantagens da decomposicao
por via Umida com aquecimento por radiacdo micro-ondas e da combustdo em
sistemas fechados, como a bomba de combustédo e o frasco de combustdo. No
método de MIC, ocorre absor¢do dos gases em uma solucdo apropriada e, para
assegurar uma boa recuperacdo dos analitos, pode-se utilizar uma etapa de
refluxo.*?

Assim, um forno de micro-ondas (Multiwave 3000®, Anton Paar GmbH, Graz,
Austria) foi adaptado sem necessidade de modificagcdes do sistema original. Desta
forma, frascos de quartzo, bem como um sistema de controle de presséo e
temperatura séo utilizados. Adicionalmente, um dispositivo de quartzo € inserido no
interior do frasco de decomposicéo, o qual serve tanto como suporte para a amostra,
quanto para a protecdo da capa de politetrafluoretileno (PTFE).*

O método de combustéo iniciada por micro-ondas foi desenvolvido por Barin®
para a determinacdo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos. Neste
trabalho foi desenvolvido um suporte de quartzo (posicionado na tampa do frasco)
servindo tanto como suporte para a amostra quanto como para a prote¢do da tampa
do frasco. Cerca de 150 mg de estearato de magnésio eram envolvidas em cépsulas
feitas manualmente com papel de cigarro gomado e, apds, eram adicionados 45 uL
de solugdo de NH4NO5 6 mol L™ (utilizado como iniciador de combust&o) na capsula
contendo a amostra. A seguir, eram adicionados 5 mL de HNO3 concentrado no
interior do frasco para absorver os produtos gerados na combustdo. O suporte de
qguartzo, juntamente com a amostra e o papel, eram inseridos em um frasco e
pressurizado com cerca de 5 atm de oxigénio. Em seguida, o frasco foi posicionado
no interior da cavidade do forno de micro-ondas e submetido ao programa de
aquecimento (800 W durante 40 s). Neste trabalho® foi avaliada a eficiéncia da
aplicacdo de uma etapa de refluxo para garantir a recuperacdo quantitativa dos
analitos. Para a determinacao de Co, Cu, Na e Se, por exemplo, somente a etapa de
combustéo foi necessaria e, para Mn e Zn, uma etapa de refluxo foi aplicada para
garantir uma melhor recuperacéo destes elementos. A determinacdo dos analitos foi
feita por F AAS. Os resultados obtidos apresentaram concordancia entre 95 e 107%

para material de referéncia certificado (CRM), quando foi feita a combustdo com
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refluxo, mostrando a eficiéncia do sistema de decomposi¢do. Segundo o autor, 0
teor de carbono residual (RCC) foi de, aproximadamente, 0,8%.

Mesko®® propds a combustdo iniciada por micro-ondas para a determinacéo
de Cu e Zn por F AAS em leite em po e figado bovino. Foi feita uma comparacéo do
procedimento proposto com outros procedimentos de decomposi¢éo utilizados para
amostras biolégicas (decomposicdo por via Umida em sistema aberto com
aguecimento convencional e em sistema fechado com aquecimento por radiacéo
micro-ondas). As amostras foram prensadas na forma de comprimido e colocadas
sobre um disco de papel, com 50 pL de solucdo de NH4NOs; 6 mol L, e
posicionadas na base de um suporte de quartzo. Foram avaliados trés tipos de
suporte de quartzo e o suporte mais adequado foi 0 que ficava suspenso na parte
superior do frasco. ApGs a adi¢cdo da solucédo absorvedora no interior do frasco, o
sistema era pressurizado a 20 bar com oxigénio e levado ao interior da cavidade do
forno de micro-ondas. A recuperagcdo dos analitos foi entre 95 e 104% para Zn
gquando empregada somente a combustdo ou a combustdo com refluxo,
respectivamente. Para Cu, foram obtidas recuperacdes entre 93 e 96% para a
combustdo com e sem refluxo, respectivamente. Os teores de carbono residual
foram inferiores a 0,4%.

Para a decomposicéo de elastdbmeros, Moraes® utilizou as amostras na forma
de comprimido e posicionou-as no suporte de quartzo previamente desenvolvido.®*
Apods a decomposicao, foi determinada a concentracdo de Al, Fe, Mn, Sr e Zn por
ICP-OES. A influéncia da solucao absorvedora (dgua ou &cido nitrico) foi
investigada, bem como a necessidade de aplicacdo da etapa adicional de refluxo.
Quando utilizado HNOz 4 mol L™ ou concentrado como solucdo absorvedora as
recuperacdes ficaram entre 97 e 101% para todos os elementos estudados,
utilizando uma etapa de refluxo. Contudo, foi observado que pelo método oficial para
a determinacao destes metais neste tipo de amostra as recuperacdes foram de 14,
37, 72 e 37% para Al, Fe, Mn e Sr, respectivamente. O procedimento permitiu a
decomposicdo de até 500 mg de amostra com teor de RCC inferior a 0,5%. Além
disso, o tempo para decomposicdo foi cerca de 3 vezes menor por MIC em
comparacao com 0s outros procedimentos avaliados (decomposi¢ao por via seca e
decomposicao por via imida com HNO3; em sistema fechado).

|.65

Duarte et al.” propuseram a utilizacdo da combustéo iniciada por micro-ondas

para a decomposicdo de frutos do mar para a posterior determinacdo de arsénio
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total por ICP-MS, espectrometria de absorcdo atdbmica com geragao de hidretos e
injecdo em fluxo (FI-HG AAS) e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado com geracéo de hidretos e injecdo em fluxo (FI-HG-ICP-MS). A combustéo
foi feita em frascos fechados sob atmosfera de oxigénio e foi possivel digerir até 500
mg de tecido de frutos do mar. O uso de uma etapa de refluxo e dgua ou HNO3
como solucéo absorvedora foi investigado. A concordancia dos valores usando CRM
foi entre 96 e 101% usando HNO; 0,1 mol L como solucdo absorvedora e 5
minutos de refluxo. Foi observada uma concordancia dos resultados para As maior
que 98% nas determinacdes por FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS quando comparada
com os valores por ICP-MS apés o procedimento de decomposi¢cdo. Além disso, o
teor de RCC foi menor que 0,5%.

A combustdo iniciada por micro-ondas para determinacdo de impurezas
inorganicas em produtos farmacéuticos foi proposta por Nam et al.®® para
determinacao de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ir, Mn, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V por
ICP-MS. Para a decomposicdo, entre 400 e 700 mg de amostra foram
homogeneizadas em pequenos pedacos usando almofariz e pistilo, envoltas em
papel filtro e colocadas dentro do frasco de quartzo. Foi utilizado NH4NO3 1,5 mol L™
como iniciador de combustdo e 5 mL de HNO3; 20% (v/v) como solucéo absorvedora.
Ensaios de recuperagcdo foram realizados para verificar se ocorriam perdas dos
analitos durante a etapa de decomposicao. Assim, foram observadas recuperacdes
na faixa de 95 a 105% e os LDs para a maioria dos analitos ficaram na faixa de 0,01
ug g . Os baixos LDs alcancados foram atribuidos aos baixos valores dos brancos e
o pequeno fator de diluicdo envolvido na analise.

Recentemente, Miiller et al.®’

utilizaram a combustéo iniciada por micro-ondas
como método de preparo de amostra para sementes oleaginosas e posterior
determinacao de As, Cd e Pb por ICP-MS e Hg por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado com vapor frio e inje¢do em fluxo (FI-CV-ICP-MS).
As amostras foram envoltas em filme de polietilieno e submetidas a combustéo
usando 20 bar de oxigénio e 6 mol Lt de NH4;NO3; como iniciador. Massas de
amostras de até 500 mg foram digeridas usando 7 mol L™ de HNO3; como solucéo
absorvedora. A exatidao foi avaliada usando CRM e concordancias maiores que
96% foram obtidas para todos os analitos. Usando MIC foi possivel obter LDs mais

baixos quando comparados com a MAWD.

20



3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, reagentes e a amostra
utilizada nos procedimentos de preparo de amostra e na determinacdo de Cd, Co,
Cr, Ni e Pb por ICP-MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES. Também serdo descritos 0s
métodos de decomposi¢do por via seca, decomposicao por via Umida em sistema
aberto usando bloco digestor, MAWD, SRC MAWD e MIC.
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3.1. Instrumentacgéo

A amostra de chocolate foi submetida a decomposicdo por via seca,
decomposicédo por via umida em sistema aberto usando bloco digestor, MAWD, SRC
MAWD e MIC. Os equipamentos utilizados nestes métodos serdo descritos a seguir.

Para a decomposicao por MIC e MWAD foi utilizado um forno de micro-ondas
(Multiwave 3000, Microwave Sample Preparation System, Anton Paar, Austria)
equipado com oito frascos de quartzo, com capacidade individual de 80 mL. O
fabricante recomenda presséo, temperatura e poténcia maxima de 80 bar, 280 °C e
1400 W, respectivamente. Além disso, ha a possibilidade do monitoramento da
temperatura e pressao utilizados pelo fato deste equipamento ser operado com
sensores para tal propésito.

Na decomposicdo das amostras de chocolate por via seca, foram utilizados
cadinhos de platina com diametro de 4 cm (capacidade para 50 mL) e espessura de
1 mm. O procedimento de decomposicao foi feito em um forno mufla (modelo 0913,
Jung, Brasil) que possui capacidade de 9 L e opera com temperatura maxima de
1300 °C. Para a decomposicdo em sistema aberto foi utilizado um bloco digestor
(modelo DK 42, Velp Scientifica, Italia) com controle da temperatura e tempo de
aguecimento.

Neste trabalho foi feita a decomposicdo da amostra de chocolate por via
Umida assistida por radiacdo micro-ondas empregando o sistema baseado em
camara unica de reacao (Ultrawave SRC, Microwave Digestion System, Milestone,
Itdlia). O sistema é equipado com uma camara de reacdo de aco inoxidavel,
revestida com um recipiente de PTFE com capacidade de 1 L, que permite utilizar
simultaneamente até 15 frascos de decomposicédo, com capacidade individual de 15
mL. Este equipamento opera com sensores que monitoram a temperatura e a
pressdo na camara de reacdo durante a decomposicdo da amostra. As condicdes
méaximas de pressdo, temperatura e poténcia de operacdo recomendadas pelo
fabricante sédo de 199 bar, 300 °C e 1500 W, respectivamente.

A determinacdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb nos digeridos foi feita por ICP-OES
(Optima 4300 DV, PerkinElmer, EUA), utilizando a vista axial. O equipamento &
equipado com nebulizador concéntrico de quartzo (Meinhard tipo A, Golden, EUA),
camara de nebulizacdo ciclénica de vidro (Glass Expansion, Inc., West Melbourne,

Australia) com tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc., West Melbourne, Australia)
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com tubo injetor (2,5 mm d.i.). As linhas de emisséo selecionadas foram Cd 228,802
nm, Co 238,892 nm, Cr 262,716 nm, Ni 231,604 nm e Pb 220,353 nm. Este
equipamento também foi utilizado para a determinacdo de carbono residual nas
solucdes finais obtidas pelos diferentes métodos de preparo de amostra segundo
adaptacdo do procedimento descrito por Gouveia et al.®® Neste procedimento foi
selecionada a linha de emisséo do C 193,030 nm.

Além da nebulizacdo pneumatica foi utilizado um nebulizador ultrassénico
(modelo U-6000AT+, CETAC Technologies, USA) nas determinacdes por ICP-OES.
Neste nebulizador, a amostra é bombeada e inserida, através de um capilar,
diretamente na superficie de um cristal piezoelétrico. As ondas de ultrassom geradas
pelo transdutor se propagam na direcao longitudinal e atingem a superficie do
liquido, que por sua vez, é separado em goticulas muito pequenas, formando um
aerossol.®® O nebulizador ultrassénico possui um estagio de dessolvatacdo, o qual é
efetuado pelo aguecimento e resfriamento sucessivos da amostra através de um
tubo em U e de um condensador, respectivamente. Na Tabela 7 estdo mostradas as
condicées recomendadas pelo fabricante’® bem como a faixa que pode ser variada

para cada parametro.

Tabela 7. Condi¢8es de operagbes recomendadas e faixas para analises de amostras aquosas sem a

membrana de dessolvatagédo para USN-ICP-OES (adaptado de Cetac Technologies7°).

Condicdes _

recomendadas Faia
Poténcia do gerador de radio frequéncia (W) 1200 800-1500
Gas do plasma (L min™) 15 12-20
Gés auxiliar (L min™) 0,5 0,2-0,7
Gas de nebulizacdo (L min™) 0,7 0,3-1,5
Vazdo da bomba (mL min™) 2,5 1,0-3,0
Temperatura do tubo em U (°C) 140 120-160
Temperatura do condensador (°C) 3 (-5) — (+10)

Além disso, a determinagdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb também foi feita por ICP-
MS (modelo ELAN DRC II, PerkinElmer-SCIEX, EUA) utilizando nebulizador
concéntrico de quartzo (Meinhard tipo A, Golden, EUA), camara de nebulizacédo

ciclénica (Glass Expansion, Inc., West Melbourne, Australia) e com uma tocha de
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quartzo (Glass Expansion, Inc., West Melbourne, Australia) com tubo injetor (2 mm
d.i.). Os is6topos monitorados para a determinacao foram Cd 111, Co 59, Cr 53, Ni
58 e Pb 208.

Na Tabela 8, estdo mostradas as condi¢cdes operacionais utilizadas para a
determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por PN-ICP-OES e ICP-MS.

Tabela 8. CondicBes operacionais para a determinacdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por PN-ICP-OES e
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ICP-MS.

Parametros PN-ICP-OES ICP-MS
Poténcia do gerador de radio frequéncia (W) 1400 1400
Vaz&o do gas principal (Ar, L min™) 15 15
Vazéo do gas auxiliar (Ar, L min™) 0,2 1,2
Vazao do gas de nebulizacdo (Ar, L min™) 0,7 1,08
Cémara de nebulizagéo Cicldnica Ciclénica
Nebulizador Concéntrico Concéntrico
Vista Axial -
Analitos Linha de emissao (nm) (m/z)
Cd 228,802 (1) 111
Co 238,892 (II) 59
Cr 267,716 (1) 53
Ni 231,604 (11) 58
Pb 220,353 (I1) 208

* (1) linha de emisséo atémica e (Il) linha de emisséo ibnica

Todos os procedimentos de pesagem foram feitos utilizando uma balanca
analitica (modelo AY220, Shimadzu do Brasil, Brasil) com resolucdao de 0,0001 g e
carga maxima de 220 g. A cominuicdo das amostras foi feita utilizando um moedor

criogénico Spex Certi Prep (modelo 6750, Metuchen, EUA).

3.2. Programas computacionais

Para a confeccdo dos graficos foram utilizados os softwares Origin (Microcal
Software, Inc., versdo 6.0, 2008) e Excel (Microsoft Corporation, versao 14.0, 2010).
Nos processamentos das informacgfes, empregou-se a estatistica descritiva para a
tabulacdo dos dados e sua ilustragdo gréfica, através de histogramas para a

visualizacéo e interpretacdo das medidas de tendéncia central e de dispersdo. Desta
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forma, para a comparacdo dos resultados finais obtidos pelas metodologias
avaliadas neste estudo e as de referéncia utilizou-se as provas estatisticas nao
paramétrica de Mann Whitney e Kruskal Wallis, com nivel de significancia de 95%,

utilizando o software GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc., verséo 3.0, 2003).

3.3. Reagentes

A 4gua utilizada neste trabalho foi destilada, desionizada numa coluna de
troca i6nica e purificada em um sistema Milli-Q (Milli-Q Ultrapure Water Purification
Systems, Gradient System, Millipore, EUA), apresentando resistividade final de 18,2
MQ cm. Os &cidos, nitrico concentrado P.A. (65%, 1,4 kg L™, Merck, Alemanha) e
cloridrico concentrado P.A. (37%, 1,19 kg L™, Merck, Alemanha), utilizados nos
procedimentos de decomposicdo das amostras e no preparo de solugdes, foram
destilados abaixo de seu ponto de ebulicdo em sistema de quartzo (duoPUR,
Subboiling Distillation System, Milestone, Italia). Peréxido de hidrogénio 30% (Merck,
Brasil) foi utilizado como um dos reagentes na decomposi¢do por MAWD. Além
disso, na decomposicdo por MIC, foi preparada uma solucdo de NH,NO3z 6 mol L™
como iniciador de combustéo (ACS, Merck, Brasil).

As solucbes de referéncia utilizadas para a calibracdo dos instrumentos de
ICP-OES e ICP-MS foram preparadas a partir de uma solucdo de referéncia
multielementar SCP33MS, com concentracdo de 10 mg L™ (SCP Science, Canada)
de cada analito. As solugcdes de referéncia utilizadas para determinagcéo de carbono
residual por ICP-OES foram preparadas a partir de sucessivas diluicbes de uma
solucdo estoque de carbono, feita pela dissolucdo de CgHgO; (Vetec, Brasil) em
agua purificada. A determinacdo do teor de carbono residual foi feita utilizando a
adicdo de itrio a partir de uma solucdo de 1000 mg L™* em HNO; 0,28 mol L, (Spex
CertiPrep®, Metuchen, EUA) como padréo interno.

Argbnio, com pureza de 99,998% (White Martins, Brasil) foi utilizado para
formacao do plasma, gas de nebulizacdo e gas auxiliar nas determinacgdes feitas por
ICP-OES e ICP-MS. Oxigénio, com pureza de 99,6% (White Martins, Brasil) foi

utilizado para pressurizacao dos frascos no método de decomposi¢éo por MIC.
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3.4. Amostras e materiais de referéncia certificados

A amostra de chocolate foi adquirida em um supermercado local, a qual foi
armazenada sob refrigeracdo. Para os diferentes métodos de decomposicéo, foi
utilizada uma barra de chocolate Nestlé (meio amargo) de 170 g. De acordo com as
especificacdes do fabricante a data de validade do produto é 09/03/14 e 0 numero
do lote é 32821211. Os ingredientes que fazem parte da constituicio deste
chocolate sdo acucar, cacau, leite em po integral, gordura vegetal, emulsificante
lecitina de soja e monooleato de glicerila e aromatizante. Na Tabela 9 estdo
mostradas as informacdes nutricionais do chocolate utilizado neste trabalho.

Tabela 9. Informagdes nutricionais do chocolate.

Componente Teor (%)
Carboidratos 56
Proteinas 5,6
Gorduras totais 28,4

Gorduras saturadas 15,6

Fibra alimentar 6,4

Os CRMs usados foram leite em p6 integral NIST 8435 (whole milk powder,
USA) e leite em p6 sem gordura NIST 1549 (non-fat milk, USA).
Na Figura 1 estdo mostradas as etapas dos métodos de decomposicéo

utilizados neste trabalho e os parametros avaliados por MIC e USN-ICP-OES.
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Decomposicao do chocolate em barra

Decomposi¢ao em

sistema aberto
(bloco digestor)

Decomposigao

por via seca

500 mg de chocolate +

8 mL de HNO;
concentrado +
125°C por 90 min

1 g de chocolate a
450°C por4he
500°C por1h

300 mg de chocolate +
6 mL de HNO;
concentrado +

1 mL de H,0, (30%)

Massa de chocolate
100, 200, 300, 400 e 500 myg

Determinagao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb

ICP-MS

USN-ICP-OES

PN-ICP-OES

Concentragéo de HNO,
4,7,10e 14,4mol L1

Vazédo da bomba peristaltica
1;1,5; 2;2,5e 3 mL min™

Poténcia
800; 1000; 1200 € 1400 W

Vazao do gas auxiliar
0,2;0,5e 0,7L min™

Vazao do gas de nebulizagao
0,3;0,5;0,7;0,9e1,1L min™

MAWD-1

300 mg de chocolate
(pedacgos)
+ 6 mL de HNO,
concentrado +
1 mL de H,0, (30%)

MAWD-2

300 mg de chocolate

el (pedacgos)+ 6 mL de
HNO;

concentrado

MAWD-3

500 mg de chocolate

=1 (amostramoida)+
6 mL de HNO,
concentrado +

1 mL de H,0, (30%)

MAWD-4

Temperatura 300 mg de chocolate
Temperatura do tuboem U d
120; 130; 140; 150 e 160 °C do °°"‘f'5"';%ﬂfg”us“) (pedacos) +
) 4 mL de HNO;
concentrado +
2 mL de HCI
concentrado

Figura 1. Etapa de avaliagdo dos métodos de decomposic¢édo do chocolate.

3.5. Decomposic¢éo por via seca

A amostra de chocolate foi decomposta por via seca seguindo
recomendacées do Instituto Adolfo Lutz.”* Neste procedimento, 1 g de amostra foi
pesado em cadinho de platina e a temperatura da mufla foi programada para
aquecimento a 7 °C min™ até 450 °C. Esta temperatura foi mantida por 4 h e, apés, a
temperatura foi aumentada para 500 °C, na mesma taxa de aquecimento,
permanecendo nesta temperatura por 1 h. Apés resfriamento, o residuo foi
dissolvido em 6 mL de HNO3 concentrado e aferido até 30 mL. A determinacdo de
Cd, Co, Cr, Ni e Pb foi feita por PN-ICP-OES e ICP-MS. Cabe destacar

determinacdes por ICP-MS foi efetuada uma diluicdo por um fator de 4 vezes.

que nas

27



Materiais e Métodos

3.6. Decomposicdo por via umida em sistema aberto utilizando bloco
digestor

Na decomposicdo do chocolate por via Umida utilizando bloco digestor,
segundo adaptacéo do procedimento de Duran et al.>}, aproximadamente 500 mg de
amostra foram transferidos para os tubos de decomposicéo, seguido da adicao de 8
mL de HNOj; concentrado. O programa de aquecimento consistiu de 60 °C por 20
min, 80 °C por 20 min, 125 °C por 90 min e 140 °C por 60 min.

3.7. Decomposicédo por via Umida assistida por radiagcdo micro-ondas

Para a decomposicdo do chocolate por MAWD (sistema Multiwave, Anton
Paar), adaptacdo de Noel et al.?’, foram cortados pequenos pedacos de chocolate
utilizando espéatula e transferidos 300 mg de amostra para o frasco de decomposicao
juntamente com 6 mL de HNOjs; concentrado e 1 mL de H;O, (30%). Este
procedimento foi denominado de MAWD-1. Adicionalmente, foi efetuado o0 mesmo
procedimento anterior porém sem adi¢do de H,O, o qual foi denominado de MAWD-
2. Posteriormente, foi avaliado o uso de 500 mg de amostra cominuida em moinho
criogénico e adicionados ao frasco de decomposi¢ao juntamente com 6 mL de HNO3
concentrado e 1 mL de H,0O; (30%). Este procedimento foi denominado de MAWD-3.
Por fim, foi efetuado um procedimento onde foram cortados pequenos pedacos do
chocolate utilizando espatula e transferidos 300 mg de amostra para o frasco de
decomposicdo juntamente com uma mistura de 4 mL de HNO3 concentrado e 2 mL
de HCI concentrado e este procedimento foi denominado MAWD-4. Em todos os
procedimentos descritos anteriormente, os frascos foram fechados, fixados no rotor
e submetidos ao programa de aquecimento que consistiu de (i) 1400 W (com rampa
de 10 min), (i) 2400 W por 20 min e (iii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).
Apés o programa de aquecimento, as solu¢des foram transferidas para os frascos de
polipropileno e aferidas a 30 mL para a posterior determinagéo de Cd, Co, Cr, Ni e
Pb por PN-ICP-OES e ICP-MS.
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3.8. Decomposicdo por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas em

camara Unica de reacgéo

No procedimento SRC MAWD (sistema Ultrawave, Milestone), foram cortados
pequenos pedacos do chocolate com espétula e transferidos 300 mg de amostra
para o frasco de quartzo juntamente com 6 mL de HNO3 concentrado e 1 mL de
H.0O, (30%). Em seguida, os frascos foram posicionados no rotor, o qual foi fixado no
equipamento e introduzido automaticamente na cavidade. A cavidade foi fechada e
pressurizada com 40 bar de argdnio. O programa de aquecimento utilizado consistiu
de (i) 1500 W por 10 min e (ii) 1500 W por 20 min. Apés a etapa de resfriamento, a
solucéo final foi coletada e o frasco aferido a 30 mL com &gua purificada. A
determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb nas solucdes resultantes foi feita por PN-ICP-
OES e ICP-MS.

3.9. Decomposicdo por combustéo iniciada por micro-ondas

Para a decomposicdo das amostras de chocolate empregando MIC (sistema
Multivave, Anton Paar), segundo procedimento descrito por Barin et al.?, foram
cortados pequenos pedacos do chocolate utilizando espatula. A amostra foi
posicionada sobre a base do suporte de quartzo contendo um disco de papel filtro
umedecido com 50 pL de uma solugdo de NH4NO; (6 mol L™?). Em seguida, o
suporte foi inserido no frasco de quartzo contendo 6 mL de solugdo absorvedora.
Apos, os frascos foram fechados, fixados no rotor e pressurizados com 20 bar de O,
durante 1 min. Posteriormente, o rotor, com os frascos pressurizados, foi colocado
no interior do forno de micro-ondas e o programa de aquecimento consistiu de (i)
1400 W por 5 min e (ii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). Apés o término do
programa de aquecimento, as solu¢des obtidas foram coletadas e aferidas com agua
purificada até 30 mL. As determinacfes de Cd, Co, Cr, Ni e Pb foram feitas por PN-
ICP-OES e ICP-MS.

Para a decomposigéo por MIC, inicialmente, foi feito um estudo da massa de
amostra de chocolate que poderia ser utilizada, propiciando uma condi¢gédo segura de
utilizacdo do forno de micro-ondas. Para tanto, atentando para o fato do pico de

presséo ser pelo menos 50% inferior a pressdo maxima de trabalho (80 bar), foram
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avaliadas massas de 100, 200, 300, 400 e 500 mg de amostra. Apos, foram
avaliadas diferentes concentracdes de HNO; (4, 7, 10 e 14,4 mol L™) utilizando a
massa de amostra avaliada como segura.

A eficiéncia dos métodos de decomposi¢cdo do chocolate foi avaliada pela
determinacdo de RCC nas solucdes finais. Para a determinacdo de RCC por ICP-
OES, foi utilizado itrio como padrdo interno, na concentracdo final de 1 mg L™. O
branco, as solucbes de referéncia utilizadas na calibracdo e as amostras foram
purgadas com argdnio durante 2 minutos antes da determinacéo, para a remocéao do
CO;, dissolvido.

3.10. Determinacéo por ICP-OES utilizando nebulizacao ultrassénica

Foi feito um estudo dos parametros do nebulizador ultrassonico para a
determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-OES. Assim, foram avaliadas a vazéo
da bomba peristaltica, poténcia do gerador de radio frequéncia, vazdo do gas
auxiliar, vazao do gas de nebulizacdo, temperatura de aquecimento do tubo em U e

temperatura de resfriamento do condensador.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos por ICP-
MS e PN-ICP-OES para Cd, Co, Cr, Ni e Pb ap6s a decomposi¢ao do chocolate por
via seca, decomposicdo por via Umida utilizando bloco digestor, MAWD e SRC
MAWD. Apo0s, sao discutidos os resultados obtidos para as condi¢cdes avaliadas por
MIC: massa de amostra e concentracdo de HNOg3. Posteriormente, sao
apresentados e discutidos os resultados obtidos para as condi¢cbes avaliadas do
nebulizador ultrassénico: vazdo da bomba peristaltica, poténcia do gerador de radio
frequéncia, vazdo do gas auxiliar, vazdo do gas de nebulizacdo, temperatura de
aguecimento do tubo em U e temperatura de resfriamento do condensador. Em
seguida os resultados obtidos por USN-ICP-OES sédo comparados e discutidos.
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4.1. Avaliacao dos métodos de decomposi¢cdo de chocolate

Apés a decomposicdo por via seca as solucdes resultantes apresentaram
teores de RCC de 0,04 + 0,01%. Os resultados obtidos para Cd, Co, Cr, Ni e Pb
apos a decomposicdo do chocolate por via seca e posterior determinacdo por ICP-
MS estdo mostrados na Figura 2.

Apé6s a decomposicdo do chocolate por via umida em sistema aberto foi
observada a formacdo de um residuo sélido esbranquicado em suspensao,
provavelmente gordura ndo decomposta, e alguns aderidos a parede do frasco de
polipropileno. Os resultados obtidos para Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS estéao
mostrados na Figura 2. As solucfes resultantes da decomposicdo da amostra de
chocolate utilizando bloco digestor apresentaram RCC de 14,1 + 0,1%.

Na decomposicéo do chocolate por MAWD foram feitas quatro avaliacdes. As
solugbes resultantes da decomposicdo pelos procedimentos MAWD-1, MAWD-2,
MAWD-3 e MAWD-4 apresentaram RCC entre 1,2 e 1,4%. Para avaliacdo da
exatiddo do método de MAWD-2 foi feita a decomposi¢cdo de dois CRMs. O método
MAWD-2 foi adotado como referéncia, pois se procurou trabalhar com um valor de
massa de chocolate intermediario normalmente adotado em alguns trabalhos da

literatura?’-4%:58:59

(em torno de 300 mg). Neste método foi utilizado apenas HNO;
concentrado, como condicao inicial, a fim de se avaliar a necessidade de utilizacao
de uma mistura de reagentes para uma decomposicao efetiva do chocolate. Os
resultados obtidos para Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS apés os diferentes
procedimentos de MAWD estdo mostrados na Figura 2 e os resultados para os
CRMs estdo mostrados na Tabela 10.

Na decomposicdo por SRC MAWD, 300 mg de amostra, cortadas em
pequenos pedacos, foram transferidos para um frasco de quartzo com 6 mL de
HNO3; concentrado e 1 mL de H,0; (30%). O programa de aquecimento foi utilizado
conforme orientagdes do fabricante do equipamento. Os resultados obtidos para Cd,
Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS estdo mostrados na Figura 2. O teor de RCC foi de 1,2 £

0,1%.
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Figura 2. Concentracdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb na amostra de chocolate apds decomposicdo por via seca, decomposi¢do por via Umida em sistema aberto,
MAWD e SRC MAWD e determinacéo por ICP-MS.
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De acordo com a Figura 2, na decomposi¢cdo por via seca, os resultados
obtidos para Co, Cr, Ni, e Pb apds determinacdo por ICP-MS ndo apresentaram
diferenca significativa com relacdo ao procedimento MAWD-2. Entretanto, o valor
obtido para Cd apdés a decomposicdo por via seca (0,017 + 0,001 pg g?) e
determinacao por ICP-MS apresentou diferenca significativa quando comparado com
o método MAWD-2 (0,032 + 0,001 pg g'). Vale ressaltar que o método de
decomposicdo por MAWD-2 utilizou frasco fechado para a decomposicdo da
amostra, 0 que evita a perda de analitos por volatilizacéo.

Ao utilizar a decomposicdo por via seca no preparo de amostras ricas em
gordura, como no caso do chocolate, pode ocorrer a rapida ignicdo da amostra com
consequente perda de alguns elementos. Outra questao é que Cd e Co sao volateis
como cloretos ou brometos a temperaturas elevadas.”? Perdas também podem
ocorrer através da retencdo dos elementos no recipiente de decomposi¢cdo e 0s
cadinhos de platina podem formar ligas com metais nobres.”® Cabe ressaltar que por
se tratar de um sistema de decomposicdo aberto, existe a possibilidade de
contaminacao através do ar atmosférico ou do ambiente interno da mufla e este fato
foi observado pois houve problemas de contaminacdo por Ni o que refletiu em um
elevado desvio padréo. Nao obstante, foi possivel efetuar a decomposicéo de 1 g de
amostra com um teor de RCC de 0,04 + 0,01% e foram observados os LDs mais
baixos (Tabela A2, em anexo) em comparacdo aos outros métodos de preparo
avaliados. Além disso, este método permite a decomposicdo de grandes
quantidades de amostras com uma elevada frequéncia de determinacgées.’* Apesar
destas vantagens, o tempo de execuc¢ao do método foi longo (aproximadamente 6 h)
0 que nao seria, de um certo ponto, atrativo para aplicacbes na inddstria do
chocolate quando ha necessidade de resultados rapidos para, por exemplo,
liberacéo de lotes do produto.

Na decomposigéo por via umida em sistema aberto utilizando bloco digestor
0s resultados para todos os analitos apos a determinacdo por ICP-MS néo
apresentaram diferenca significativa quando comparados com aqueles obtidos por
MAWD-2. Contudo, o valor de RCC obtido apos a decomposicao utilizando bloco
digestor foi de 14,1 + 0,1%.

A decomposicdo em pressdo atmosférica com A&cido nitrico apresenta
temperatura limitada pelo ponto de ebulicdo do acido ou mistura acida o que pode

acarretar na decomposicao incompleta da amostra. Para minimizar este problema,
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pode-se usar &cido sulfdrico podendo, assim, elevar a eficiéncia de oxidacéo.
Entretanto, a utilizacdo deste &acido pode causar problemas na etapa de
determinacdo por técnicas de espectrometria atdmica.””’’ Além do mais, a
introducdo de amostras no instrumento de ICP-MS cujas matrizes contenham altas
concentracdes de carbono residual, ou mesmo solventes organicos, levam a perda
de sensibilidade, pois pode ocorrer deposicdo de carbono sobre o cone de
amostragem, alterando o processo de extracéo dos fons do plasma.”®

A decomposicdo em sistema aberto permite o processamento de um grande
nimero de amostras, empregando um sistema bastante simples e de baixo custo.”
Contudo, na perspectiva de determinagdo de elementos em baixas concentragdes
como Cd e Pb por ICP-MS poderia haver um comprometimento da determinacdo em
funcdo de etapas de diluicGes necessarias para minimizar as interferéncias (como
exemplo, o teor elevado de RCC) e, também, podem ocorrer contaminacdes
resultantes da mistura acida empregada no intuito de obter uma decomposi¢do mais
efetiva. Cabe destacar que o tempo de execucéo do procedimento de decomposicéo
em bloco digestor foi longo (aproximadamente 3,5 h).

Quando foi efetuada a decomposicdo do chocolate pelos procedimentos
MAWD-1 e MAWD-3 ndo houve diferenca significativa entre os resultados apés a
determinacdo por ICP-MS para Cd, Co, Cr, Ni e Pb quando comparados com
agueles obtidos por MAWD-2. Na decomposi¢cdao por MAWD a decomposicdo da
amostra ocorre em elevadas temperaturas devido a elevacdo do ponto de ebulicdo

do acido**®

, 0 que oferece uma vantagem frente aos métodos de decomposicao por
via Umida utilizando bloco digestor. Além disso, como observado no presente
trabalho, os tempos de decomposi¢cdo sdo mais curtos por MAWD (40 min) quando
comparados com os tempos da decomposicdo por via Umida utilizando bloco
digestor e a decomposi¢cdo por via seca. Vale destacar que com MAWD-3 foi
possivel a decomposicdo de 500 mg de amostra o0 que € interessante na obtencao
de LDs mais baixos.

Na decomposi¢cdo do chocolate utilizando o procedimento MAWD-4, nao
houve diferenca significativa dos resultados apés a determinacéo por ICP-MS para
Cd, Co, Ni e Pb quando comparados com aqueles obtidos por MAWD-2. Contudo,
ndo foi possivel a determinacdo de Cr por ICP-MS apdés a decomposi¢do por este
método devido a interferéncias poliatdmicas resultantes (3’CI**0*), pois HCI foi um

dos acidos utilizados na decomposigao.
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Na decomposicdo do chocolate utilizando SRC MAWD néo houve diferenca
significativa entre os resultados para Cd, Co, Cr e Ni por ICP-MS quando
comparados com os resultados obtidos apés a decomposicdo por MAWD-2.
Entretanto, ndo foi possivel efetuar a determinacéo de Pb por ICP-MS em funcéo de
problemas de contaminag&o.

A decomposicédo por MAWD-3 foi feita com a amostra moida na forma de pé e
foram observadas concordancias dos resultados para todos os analitos com os
outros procedimentos por MAWD apds a determinacédo por ICP-MS. Além disso, a
combinagcdo de HNO3; concentrado e H,O, mostrou-se efetiva para a decomposicao
de 500 mg de chocolate por MAWD, com concordancias satisfatérias para Cd, Co,
Cr, Ni e Pb. Cabe destacar que Nardi et al.”® observaram que na decomposicéo de
100 a 250 mg de chocolate a combinacéo de 4 mL de HNO3 2,8 mol L™* e 2 mL de
H.O, (30%) foi efetiva para a degradacdo da matéria organica. Logo, a
decomposicdo do chocolate pode ser efetuada por MAWD-3 utilizando 500 mg de
amostra sem a necessidade de efetuar um procedimento de moagem para posterior
determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS.

Com relacao aos valores obtidos por PN-ICP-OES, os resultados para Cd, Co
(com excecdo do resultado para a decomposicdo por via seca, 0,22 + 0,09 ug g) e
Pb ficaram abaixo do LD para todos os métodos avaliados (Tabela A2, em anexo).
De acordo com a Figura 3 ndo houve diferenca significativa entre os valores obtidos
por ICP-MS e PN-ICP-OES para Cr e Ni ap6s decomposicéo por via seca, bloco,
MAWD-1, MAWD-2, MAWD-3 e SCR MAWD. Contudo, no método MAWD-4 nao foi
possivel a determinacdo de Cr por ICP-MS em funcéo de interferéncias poliatbmicas
(o valor obtido por PN-ICP-OES foi de 0,61 + 0,03) e nao foi observada diferenca
significativa entre o valor obtido para Ni por ICP-MS e PN-ICP-OES ap0s
decomposicédo por MAWD-4.
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Figura 3. Comparacdo dos valores obtidos para Cr e Ni por ICP-MS e PN-ICP-OES na amostra de
chocolate apés decomposicdo por via seca, decomposi¢do por via Umida em sistema
aberto, MAWD e SRC MAWD.

Na decomposicdo do CRM 1549, de acordo com a Tabela 10, foram
observadas concordancias da ordem de 97 e 95% para Co e Pb, respectivamente,
apos a determinacédo por ICP-MS. Contudo, os valores para Cd, Cr e Ni ficaram
abaixo do LD por ICP-MS e os valores obtidos por PN-ICP-OES ficaram abaixo do
LD para todos os elementos. Com relagéo aos resultados obtidos para o CRM 8435,
foram observadas concordancias da ordem de 107, 104 e 91% para Co, Cr e Pb,
respectivamente, ap0s a determinacdo por ICP-MS. Nao houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos para Cr por ICP-MS e PN-ICP-OES e os
valores para Cd e Ni ficaram abaixo do LD tanto por ICP-MS como por PN-ICP-OES.

A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos apés a
avaliacado das condi¢cbes estudadas na decomposicdo por MIC. Cabe destacar que
os resultados do método MAWD-2 serdo adotados como referéncia para

comparacao com os valores de MIC.
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Tabela 10. Resultados (ug g™) obtidos para o CRM 1549 e CRM 8435 pelo método MAWD-2.

CRM 15492 CRM 8435°
ICP-MS PN-ICP-OES ICP-MS PN-ICP-OES
Cd <0,0002 <0,06 <0,0002 <0,06
Co 0,0040 + 0,0002 <0,06 0,0032 + 0,0003 <0,06
Cr <0,0039 <0,14 0,52+ 0,01 0,54 + 0,04
Ni <0,03 <0,22 <0,03 <0,22
Pb 0,018 + 0,001 <0,70 0,10 + 0,01 <0,70

a: valores certificados para Cd (0,0005 + 0,0002 ug g™), Cr (0,0026 + 0,0007 pg g™), Pb (0,019 0,003 ug g™) e valor
informado para Co (0,0041 ug g™). Para Ni ndo ha valor certificado ou informado.

b: valores informados para Cd (0,0002 pg g™), Co (0,003 pg g™), Cr (0,5 pg g™), Ni (0,01 ug g™) e valor certificado para
Pb (0,11 + 0,05 pg g™

4.2. Decomposic¢ao por combustéo iniciada por micro-ondas

Foi utilizado o método de MIC para a decomposicdo de chocolate para a
posterior determinacédo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS e PN-ICP-OES. Assim,
para avaliar as condicdes experimentais da decomposicdo das amostras de
chocolate por MIC foram utilizadas massas de amostra entre 100 e 500 mg e HNO3
nas concentracdes de 4, 7, 10 e 14,4 mol L™ como solugéo absorvedora.

Cabe destacar que no decorrer dos experimentos a sequéncia de adicdo da
amostra foi executada do mesmo modo (item 3.9 Materiais e Métodos). Apds o
programa de aquecimento, foi feita a determinacdo dos analitos nas solugbes
resultantes por ICP-MS e por PN-ICP-OES. Os valores obtidos foram comparados
com os valores de referéncia (obtidos pela decomposicdo por MAWD-2). Em
seguida, os teores de RCC nas solugdes finais obtidas por MIC foram comparados

com os valores obtidos por MAWD-2.

4.2.1. Avaliagcdo da massa de amostra

Primeiramente, foi realizado um estudo a fim de avaliar a massa de amostra
gue pode ser decomposta no sistema sem riscos operacionais. Assim, a combustao
de chocolate foi avaliada, variando a massa de amostra de 100 a 500 mg e

mantendo a presséo inicial fixa em 20 bar de oxigénio. Estas condi¢cdes foram
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avaliadas utilizando 50 pL de NH4NO3z 6 mol L™ como iniciador de combustéo, 6 mL
de &gua como solucédo absorvedora e 1400 W de irradiacdo. Os resultados obtidos
para a maxima pressdo observada em funcdo da massa utilizada estdo mostrados

na Figura 4.
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Figura 4. Pressdao maxima atingida no sistema em funcdo da massa de chocolate utilizada na

decomposicao por MIC (n=3).

De acordo com a Figura 4, quando 500 mg de amostra foram decompostas,
considerando a pressao inicial de 20 bar, a pressdo maxima atingida foi cerca de 37
bar. Em funcado disto, as condicdes operacionais do sistema foram mantidas uma
vez que a pressao maxima atingida € menor que 50% do limite do sistema, que é de
80 bar. Cabe ressaltar que na combustdo da amostra de chocolate considerando
esta massa ndo houve a observacao de algum tipo de residuo sélido. Entretanto, a
utilizacado de massas maiores que 500 mg poderiam ocasionar problemas em funcéo
da amostra de chocolate queimar rapidamente o que poderia acarretar em eventuais
riscos durante a combustdo. Portando, a massa de 500 mg foi escolhida para os

testes posteriores.
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4.2.2. Avaliagdo da concentragcdo de HNO3

De acordo com Mesko et al.®°

, acido nitrico diluido pode ser uma solugéo
absorvedora adequada para o método de MIC para muitos analitos. Além disso, os
analitos sdo retidos em uma solucdo bem mais compativel para muitas técnicas
analiticas instrumentais, notavelmente aquelas baseadas em espectrometria
atbmica. Sob este aspecto, neste estudo, foram utilizados 500 mg de massa de
chocolate para avaliar o uso de solu¢cdes de HNO3 nas concentragfes de 4, 7, 10 e
14,4 mol L™. Assim, os resultados obtidos para Cd, Co, Cr, Ni e Pb apés a
decomposicdo utilizando estas solugcbes e determinacdo por ICP-MS estédo
mostradas na Figura 5.

Conforme a Figura 5, quando utilizado HNO3; 4 mol L™ foram observadas
diferencas significativas para Co, Cr e Ni ap06s a determinacdo por ICP-MS e
comparacdo com MAWD-2. Entretanto, ndo houve diferenga significativa dos valores
nesta concentracdo de acido para Cd e Pb. Logo, ha a necessidade de utilizacdo de
HNO3 mais concentrado que 4 mol L™ para uma melhor recuperacdo de Co, Cr e Ni.

A escolha da solucao absorvedora para reter os analitos depois da combustao
€ importante para alcancar adequadas recuperacdes, sendo que a solucao deve ser
compativel com a técnica de determinagéo®. Assim, &cido nitrico diluido tem sido
usado e mostrou ser um meio adequado para a absorcdo de muitos metais.®
Contudo, no caso de elementos como Co, Cr e Ni presentes no chocolate, é
necessaria a utilizacdo de maior concentracdo de acido.

Em um estudo conduzido por Leggli et al.?® utilizando F AAS, as
concentracfes encontradas para Ca em diferentes marcas de chocolate foram de
665 + 31, 692 + 28, 731 + 23 e 2069 + 55 pg g*. Além disso, no mesmo estudo, as
concentracOes encontradas para Mg foram de 997 = 11, 1328 + 15, 1576 + 37 e
1834 + 77 pg g’ Portanto, o comportamento para a decomposicdo por MIC
observado neste trabalho poderia ser explicado devido a alta concentracdo de
metais alcalinos terrosos como Ca e Mg, presentes no chocolate, que poderiam
formar oOxidos insolGveis na presenca de uma alta concentracdo de oxigénio e,
consequentemente, causar a retencdo de outros elementos.?? Cabe destacar que foi
efetuada uma avaliacao inicial por PN-ICP-OES de alguns elementos presentes na
amostra sob estudo e a concentracdo de Mg encontrada foi de 1029 + 27 ug g™

Além disso, alguns compostos poderiam estar retidos na superficie do suporte de
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quartzo e o uso de &cido nitrico diluido poderia ndo ser suficiente para carrear 0s
analitos para a soluc&o.®

De acordo com a Figura 5, foi observado que nao ha diferenca significativa
nos valores para todos os analitos na concentracdo de HNOs; 7 mol L apés
determinacdo por ICP-MS e comparacdo com MAWD-2. Além disso, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os valores obtidos para Cd, Co, Ni e Pb
com HNO3 7, 10 e 14,4 mol L™ apés determinacdo por ICP-MS. Entretanto, houve
diferenca significativa entre o valor para Cr na concentracdo de HNOz; 7 mol L*
quando comparado com HNO3 10 e 14,4 mol L™

N&o houve diferenca significativa entre os valores obtidos por ICP-MS e PN-
ICP-OES para Co, Cr e Ni nas concentraces de HNO3 7, 10 e 14,4 mol L?, de
acordo com a Figura 6. Também néo houve diferenca significativa entre os valores
obtidos por ICP-MS e PN-ICP-OES para Ni e Cr quando utilizado HNO3 4 mol L™.
Entretanto, a determinacéo de Co na concentracéo de HNO3z 4 mol L™ s6 foi possivel
por ICP-MS ja que o valor obtido por PN-ICP-OES ficou abaixo do LD (0,11 pg g™).
Cabe destacar que os valores para Cd e Pb para todas as concentracfes de HNO3
utilizadas e posterior determinacédo por PN-ICP-OES ficaram abaixo do LD (Tabela
A2, em anexo).

Assim, a decomposic¢do do chocolate por MIC pode ser efetuada com 500 mg
de amostra e HNOs; 7 mol L como solucdo absorvedora para posterior
determinacao de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por ICP-MS. A utilizacdo de acidos diluidos é
atrativa pela possibilidade de obtencdo de baixos valores dos brancos com
consequente diminuicdo dos LDs. O teor de RCC nesta condi¢do foi de 0,20 *
0,02%, valor que representa uma diminuicdo de seis vezes quando comparado com
o valor de RCC obtido por MAWD-2 (1,2 + 0,1%) o que mostra a eficiente
degradacdo da matéria organica por MIC. Os valores de RCC baixos para MIC
podem ser explicados pelas altas temperaturas alcancadas durante a decomposicao
(maiores que 1350 °C) e, nesta condicdo, quase toda a matéria organica pode ser
completamente decomposta liberando os analitos da matriz.°” O teor de RCC nas
solucbes resultantes da decomposicdo por MIC utilizando como solucdo
absorvedora HNOs 4, 10 e 14,4 mol L™ foi de 0,24 + 0,03%, 0,16 + 0,01% e 0,11 +

0,01%, respectivamente.
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Figura 5. Concentracdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb na amostra de chocolate ap6s decomposi¢cdo por MAWD-2 e MIC e determinacédo por ICP-MS.
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Figura 6. Comparagdo dos valores obtidos para Co, Cr e Ni por ICP-MS e PN-ICP-OES apds

decomposicao por MIC.

4.3. Avaliagdo dos parametros do nebulizador ultrassénico

Uma selecdo adequada do sistema de introducdo da amostra € um passo
critico quando sao requeridas determinadas figuras de mérito como LD e limite de
quantificacéo (LQ).2® Dessa forma, com os nebulizadores pneumaticos, somente 1-
2% da amostra efetivamente alcanca o plasma. Uma maneira de aumentar a
eficiéncia de introducdo de amostra é a nebulizacdo ultrassénica.®* Este tipo de
nebulizacdo apresenta um sistema de dessolvatacdo o qual reduz a carga de
solvente no plasma. Além disso, ocorre reducdo do tamanho médio das goticulas de
aerossol, o que, em parte, facilita a dessolvatacdo do aerossol e a vaporizagcdo no
plasma.®

Assim, o fabricante’® do equipamento recomenda uma condicdo de operacédo
inicial (item 3.1 Materiais e Métodos) como condi¢édo satisfatoria de trabalho para a
maioria dos elementos. Entretanto, é necessario uma etapa de otimizagdo a fim de
se encontrar uma condigdo de compromisso de maxima resposta do equipamento.”®
Em virtude disto, os principais parametros que foram avaliados foram: vazdo da
bomba peristaltica, poténcia do gerador de radio frequéncia, vazdo do gas auxiliar,

vazdo do gas de nebulizagdo, temperatura de aquecimento do tubo em U e
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temperatura do condensador. Para a otimizagdo dos referidos parametros foi
utilizada uma solucdo padréo de 20 pg L™ multielementar e um branco. As linhas de
emissao selecionadas foram Cd 228,802 nm, Co 238,892 nm, Cr 262,716 nm, Ni
231,604 nm e Pb 220,353 nm. Assim, partiu-se da condicdo recomendada pelo
fabricante e a otimizagéao foi realizada contemplando a faixa que poderia ser variada
para cada parametro. Apos, avaliada e fixada a faixa ideal de trabalho para um

determinado parametro, o mesmo foi utilizado para os testes posteriores.

4.3.1. Avaliacdo da vazdo da bomba peristéltica

A bomba peristéltica garante uma constante vazao de liquido, seja qual forem
as diferencas de viscosidade entre as amostras e padrdes.®® Assim, a vazdo da
bomba foi variada de 1 a 3 mL min™. Na Figura Al, em anexo, estad mostrado o
grafico para Cd, Co, Cr, Ni e Pb que representa a intensidade do sinal como uma
funcdo da vazdo da bomba.

Conforme observado na Figura Al para todos os elementos a maior
intensidade do sinal foi verificada na vazdo de 1,5 mL min™. Portanto, a fim de
estabelecer uma condicdo de compromisso de maxima intensidade do sinal para os
elementos sob estudo a vazdo de 1,5 mL min™ foi adotada para os testes

posteriores.

4.3.2. Avaliacao da poténcia

Um dos parametros que podem afetar a robustez do plasma é a poténcia do
gerador de radio frequéncia. Além disso, as condigbes de robustez do plasma séo
alcancadas em poténcias da ordem de 1400 W.%" O fabricante™ do equipamento
recomenda como condi¢do satisfatoria de operagdo a poténcia de 1200 W para a
maioria dos elementos. Em funcédo disso, a fim de encontrar uma condicdo de
compromisso onde fosse observada a maior intensidade do sinal, a poténcia foi
variada de 800 a 1400 W. Na Figura A2, em anexo, esta mostrado o gréafico para Cd,
Co, Cr, Ni e Pb em funcéo da intensidade do sinal e da poténcia do gerador de radio

frequéncia aplicada.
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Foi observado que na poténcia de 1400 W todos os elementos apresentaram
um aumento da intensidade do sinal conforme o correspondente aumento da
poténcia aplicada. Entretanto, foi observado para Pb um desvio padrao
relativamente alto nas poténcias de 1200 e 1400 W. Este fato poderia ser explicado
pela baixa intensidade do sinal do padrdo de 20 pg L™ para Pb o que, de certa
forma, estaria numa zona de um consideravel ruido proporcionando flutuacdes na
intensidade observada. Assim, para todos os elementos, a poténcia de 1400 W foi

utilizada para os testes posteriores.

4.3.3. Avaliacao da vazao do gas auxiliar

O gés auxiliar garante que o plasma seja afastado da ponta do injetor
impedindo, desta forma, a fusdo do mesmo.® De acordo com a Tabela 7 (item 3.1
Materiais e Métodos) o fabricante’® recomenda uma vazdo do gas auxiliar de 0,5 L
min™ e, para a etapa de otimizac&o, a vazdo do gas auxiliar foi variada de 0,2 a 0,7 L
min™. Na Figura A3, em anexo, esta mostrado o gréafico para Cd, Co, Cr, Ni e Pb que
representa a intensidade do final em funcdo da vazdo do gas auxiliar. De acordo
com a Figura A3, para todos os elementos, na vazdo de 0,2 L min™ foi observada a

maxima intensidade do sinal e esta vazao foi utilizada nos estudos posteriores.

4.3.4. Avaliacdo da vazao do gas de nebulizacéo

A otimizac&o da vazéo do gas de nebulizacdo contemplou as vazées de 0,3;
0,5;0,7; 0,9 e 1,1 L min™. Na Figura A4, em anexo, estad mostrado o grafico para Cd,
Co, Cr e Ni e Pb no qual estéo relacionados a intensidade do sinal com a vazao do
gas de nebulizacdo. Conforme observado na Figura A4, para todos os elementos ha
um aumento na intensidade do sinal entre as vazdes de 0,3 e 0,5 L min™ e,
posteriormente, ha uma queda da intensidade ao se aplicarem vazfes mais altas
(0,7 a 1,1 L min™Y). Segundo Rocha et al.®® aplicando-se maiores vazdes do gas de
nebulizacdo aumentaria a turbuléncia dentro do nebulizador ultrassénico e reduziria
a eficiéncia do resfriamento termoelétrico no condensador. Além disso, o tempo de

residéncia do analito no plasma é reduzido, diminuindo a sensibilidade do método e
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aumentado o desvio padrao relativo das medidas. Por conseguinte, a vazao do gas
de nebulizacdo de 0,5 L min™ foi escolhida e utilizada para os testes posteriores.

4.3.5. Avaliacdao da temperatura do tubo em U e da temperatura do
condensador

Devido a alta eficiéncia de nebulizacdo e o pequeno tamanho das gotas
geradas no sistema de nebulizagdo ultrassbnico, uma grande quantidade de
solvente também é transportado ao plasma e isto prejudica a capacidade de
atomizacdo e ionizacdo, bem como podera ocorrer o resfriamento ou mesmo a
extincdo do plasma. Este problema de excesso de solvente pode ser
significantemente reduzido pelo uso de um sistema de dessolvatacdo, o qual
consiste de um tubo aquecido onde o solvente € termicamente evaporado, seguido
de um condensador onde o vapor do solvente é condensado e removido.®

Uma vez que o fabricante’® apresentou a faixa de temperaturas que poderiam
ser utilizadas para ambos os parametros, temperatura do tubo em U (120 a 160 °C)
e temperatura do condensador (-5 a +10 °C), para uma correta avaliagdo foram
selecionadas temperaturas do tubo em U e do condensador onde se pudesse
claramente observar a interacdo destes dois fatores em toda a extensdo de
temperatura. Primeiramente, a partir de uma avaliacao inicial, fixada a temperatura
do tubo em U em 140 °C e variando a temperatura do condensador de -5 a +10 °C
foi observado que para todos os elementos sob estudo a maior intensidade do sinal
foi na temperatura do condensador de + 10 °C. Entretanto, foi observado que ao
longo do percurso da amostra até o ICP-OES ocorria a condensacédo do aerossol na
linha de transferéncia. Em fungdo disto, no intuito de garantir a eficiente
condensacao do vapor do solvente na passagem pelo condensador, a otimizagao
deste parametro foi efetuada variando a temperatura de -5 a 0 °C conforme a Tabela
Al, em anexo.

Na Figura A5, em anexo, esta mostrado o grafico para Cd, Co, Cr, Ni e Pb
onde estao relacionados a intensidade do sinal como uma funcdo da temperatura do
tubo em U e temperatura do condensador. Foi observado que para Cd e Cr a maior
intensidade do sinal foi quando se utilizou a temperatura do tubo em U em 140 °C e

a temperatura do condensador em O °C. Nao foram observadas diferencas
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significativas nas combinacdes de 120/0, 130/0, 140/0 e 150/0 para Co e, além
disso, para este elemento na combinacédo 140/0 houve a maior intensidade do sinal
(890,39). Ja para Pb, conforme a Figura A5, a variacdo da intensidade do sinal nas
diferentes combinacdes de temperatura do tubo em U e temperatura do
condensador foi de 113,24 (160/-2) a 126,65 (130/0).

Pela analise do grafico da Figura A5, Ni apresentou um comportamento
semelhante frente as diferentes combinacdes de temperatura do tubo em U e
temperatura do condensador. A fim de encontrar uma condi¢cdo de compromisso que
contemplasse todos os elementos sob estudo, a condicdo de temperatura do tubo
em U em 140 °C e temperatura do condensador em 0 °C foi escolhida para todos os
elementos. A Tabela 11 mostra as condi¢cfes escolhidas apds avaliacdo da vazéo da
bomba peristaltica, poténcia do gerador de radio frequéncia, vazdo do gas auxiliar,
vazao do gas de nebulizacdo, temperatura de aquecimento do tubo em U e
temperatura do condensador para a posterior determinagdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb
por USN-ICP-OES.

Tabela 11. Condic¢des escolhidas apds a avaliagdo dos pardmetros do nebulizador ultrassénico.

Parametro Condicoes
Poténcia do gerador (W) 1400
Gas do Plasma (L min™) 15
Gas Auxiliar (L min™) 0,2
Gés de Nebulizacdo (L min™) 0,5
Vazao da Bomba (mL min™) 1,5
Temperatura do tubo em U (°C) 140
Temperatura do condensador (°C) 0

Apoés a avaliacdo e escolha dos parametros de acordo com a Tabela 11, foi
realizada a determinagcdo de Cd, Co, Cr, Ni e Pb por USN-ICP-OES nas amostras

decompostas pelos diferentes métodos utilizados neste trabalho.
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4.4. Comparacao dos resultados para Cd, Co, Cr, Ni e Pb obtidos por ICP-
MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 estdo mostrados os resultados para Cd, Co, Cr e Ni,
respectivamente, apds as determinagdes por ICP-MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES
nas solucdes obtidas pela decomposi¢cao do chocolate por via seca, decomposi¢cao
por via umida com bloco digestor, MAWD-1, MAWD-2, MAWD-3, MAWD-4 e MIC 4,
7, 10 e 14,4 mol L. Vale ressaltar que as solucdes obtidas por SRC MAWD n&o
foram analisadas por USN-ICP-OES em func¢ao da indisponibilidade do equipamento
de SRC MAWD para completar as andlises.

De acordo com a Figura 7, ndo houve diferenca significativa entre o0s
resultados obtidos por ICP-MS e USN-ICP-OES para Cd apés decomposicdo do
chocolate por via seca, MAWD-1, MAWD-2, MAWD-3, MAWD-4 e MIC 4, 7, 10 e
14,4 mol L. Vale ressaltar que para todos os métodos de preparo avaliados, a
concentracdo de Cd foi abaixo do LD quando foi efetuada a determinacdo por PN-
ICP-OES (Tabela A2, em anexo). Nas amostras decompostas por bloco digestor a
concentracéo de Cd por USN-ICP-OES foi abaixo do LD (0,004 pg g), uma vez que
foi necessario efetuar uma diluicdo na amostra, pois a mesma apresentava um alto
teor de carbono residual o que, possivelmente, poderia comprometer na
determinacdo. Cabe destacar que o valor obtido para Cd apds a decomposicao

utilizando bloco digestor e determinacéo por ICP-MS foi de 0,035 + 0,002 pug g™.
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Figura 7. Comparacao dos valores para Cd apds determina¢éo por ICP-MS e USN-ICP-OES.

Com relacdo a Co, de acordo com a Figura 8, ndo houveram diferencas
significativas dos valores quando comparando a determinacdo por ICP-MS, PN-ICP-
OES e USN-ICP-OES nas decomposicées por via seca e MIC 7, 10, e 14,4 mol L™
Entretanto, na determinacéo de Co por PN-ICP-OES nas amostras decompostas por
bloco digestor, MAWD-1, MAWD-2, MAWD-3, MAWD-4 e MIC 4 mol L os valores
ficaram abaixo do LD (0,22; 0,23; 0,28; 0,21; 0,22 e 0,11 pg g™, respectivamente).
Foi possivel a determinacdo de Co por PN-ICP-OES quando foi efetuada a
decomposicdo do chocolate por via seca e MIC utilizando HNO3 7, 10 e 14,4 mol L™
em funcdo dos menores LDs obtidos por estes métodos (0,06; 0,12; 0,12 e 0,14 ug
g, respectivamente).

Cromo néo apresentou diferencas significativas entre os resultados por ICP-
MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES para todos os métodos de preparo avaliados
conforme a Figura 9. Entretanto, ndo foi possivel a determinacédo de Cr apos a
decomposicdo utilizando o método MAWD-4 por ICP-MS devido a interferéncias

poliatdmicas (item 4.1 Apresentacao e Discusséo dos Resultados).
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Figura 8. Comparacéo dos valores para Co ap6s determinag¢do por ICP-MS, USN-ICP-OES e PN-
ICP-OES.
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Figura 9. Comparacao dos valores para Cr apos determinacao por ICP-MS, USN-ICP-OES e PN-
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Foram observados que os resultados para Ni por USN-ICP-OES né&o foram
concordantes quando comparados com os resultados obtidos por ICP-MS e PN-ICP-
OES (Figura 10). Apesar de ocorrer um aumento na eficiéncia de introducéo da
amostra utilizando o sistema de nebulizacao ultrassoénica, por outro lado, os efeitos
de matriz (como oriundos da presenca de elementos facilmente ionizaveis e metais
alcalino terrosos) podem ser exacerbados comparados aqueles observados usando

nebulizacdo convencional.®

Segundo Todoli et al.®

a depressado da intensidade de emisséo para alguns
elementos induzida por matrizes contendo Na e Ca em ICP-OES seria em funcao de
mudancas nas caracteristicas térmicas do plasma o que acabaria comprometendo a
eficiéncia de excitacdo do analito. Uma outra razdo que poderia explicar os efeitos
de matriz mais pronunciados com a USN € que a eficiéncia do acoplamento entre o
transdutor (cristal) e a amostra pode variar dependendo da matriz. Este efeito
poderia levar a uma producédo do aerossol menos eficiente e, portanto, proporcionar
mudancas no sinal analitico. Outra questao é que com a USN a quantidade de agua
gue entra no plasma diminui e isto poderia resultar em uma baixa transferéncia de
energia para o analito.

Brenner et al.”! avaliaram a influéncia de solu¢ées contendo em torno de
0,1% de Na e Ca sobre os LDs de varios elementos apés determinacdo por USN-
ICP-OES. Foi observado que para Ni, utilizando vista axial e para trés linhas iénicas
(221,647, 231,604 e 232,003 nm) houve uma consideravel piora nos LDs para USN-
ICP-OES com solugdes contendo em torno de 0,1% de Na e Ca em comparagao
com as solugbes sem a adicao destes elementos.

Como mostrado na Tabela 2 (item 2.1 Revisao da Literatura) e de acordo com

outros dados da literatura®”?224%5°

o chocolate apresenta quantidades significativas
de elementos como Na e Ca ja que sdo macronutrientes naturalmente presentes no
cacau. Portanto, o comportamento observado para Ni apdés a determinacdo por
USN-ICP-OES poderia ser em funcdo da presenca de Na e Ca no chocolate.
Entretanto, estabelecer uma conclusdo exata das causas responsaveis pelas
interferéncias observadas neste trabalho necessitaria de um estudo mais sistematico
em funcdo da conjuncéo de fatores, como mencionado nos paragrafos acima, que
podem propiciar a depressédo da intensidade do sinal para USN-ICP-OES. Diante
disso, os resultados para Ni s6 puderam ser avaliados comparando os dados obtidos

por ICP-MS e PN-ICP-OES os quais nédo apresentaram diferenca significativa.
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Figura 10. Comparac¢do dos valores para Ni apds determinacédo por ICP-MS, USN-ICP-OES e PN-
ICP-OES.

Os resultados obtidos para Pb apdés a decomposicdo por via seca, bloco
digestor, MAWD-1, MAWD-2, MAWD-3, MAWD-4 e MIC 4, 7, 10 e 14,4 mol L™ e
determinados por PN-ICP-OES e USN-ICP-OES ficaram abaixo do LD. Contudo,
houve uma significativa melhora nos LDs obtidos para Pb apds a determinacéo por
USN-ICP-OES quando comparados com os LDs obtidos apds a determinagédo por
PN-ICP-OES conforme a Tabela A2, em anexo.

A USN apresenta algumas vantagens relevantes frente a PN. H4 um aumento
consideravel na eficiencia de introducdo da amostra na USN.*? Além disso, o
nebulizador ultrassénico produz um aerossol de densidade de particula muito maior
gue o nebulizador pneumatico. A maior densidade do aerossol resulta na producéo
de goticulas de tamanho muito mais apropriado do que as gotas com a nebulizagcéo
pneumatica, tornando a conversao para espécies atdmicas e iénicas mais facil.**

Cabe ressaltar que a polidispersibilidade do aerossol formado, no caso da PN,
€ uma significante fonte de ruido. Como grandes gotas vao sofrer dessolvatacdo e
vaporizacao ha um resfriamento do plasma na vizinhanca das gotas pequenas que
alcancaram o estagio de atomizacao, ionizacdo e/ou estagio de excitacdo, e ha o

resfriamento do plasma em zonas contendo atomos e ions livres, portanto reduzindo
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0 numero de atomos excitados ou ions. Consequentemente, condi¢cdes que levam a
um menor tamanho das gotas, como na USN, drasticamente reduzem esta possivel
fonte de ruido.®

No presente trabalho foi observada uma melhora significativa nos LDs por
USN-ICP-OES para todos os analitos quando comparados com os LDs obtidos por
PN-ICP-OES, conforme Tabela A2, em anexo. Foi possivel, por exemplo, a
determinacao de Cd na amostra de chocolate por USN-ICP-OES em quase todos os
meétodos de preparo avaliados (o valor para Cd por PN-ICP-OES ficou abaixo do
LD).

A substancial melhora nos LDs é de importancia relevante, pois a utilizacao
da nebulizacdo ultrassénica com ICP-OES pode configurar uma alternativa a
determinacao por ICP-MS, uma vez que este instrumento ndo esta disponivel em
muitos laboratérios. Contudo, um estudo prévio da amostra a ser analisada se faz
pertinente, pois interferéncias podem ocorrer em funcdo das caracteristicas da
matriz.”* No caso do chocolate, estabelecer uma composicéo precisa é, de certa
forma, dificil, pois a composicao varia em todo o mundo devido as diferencas de
ingredientes utilizados.®® Contudo, a USN-ICP-OES foi satisfatéria para a
determinacdo de Cd, Co, Cr e Pb no chocolate em quase todos os métodos de
preparo avaliados.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram avaliados os principais métodos de preparo de amostra
reportados na literatura para a decomposicdo de chocolate e, adicionalmente, foi
proposta a decomposicao por MIC para posterior determinacéo de Cd, Co, Cr, Ni e
Pb por ICP-MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES.

Na decomposicdo de amostras de chocolate em barra por MAWD-3 pode-se
utilizar pedacos cortados sem necessidade de moagem. Vale destacar que na
grande maioria dos trabalhos publicados na literatura, ndo ha uma definicdo clara da
forma de apresentacdo do chocolate (po, barra, etc.). Além disso, o procedimento
proposto por MIC 7 mol L™ estd de acordo com as atuais tendéncias para
decomposicao de amostras, tais como o uso de minimas quantidades de reagentes
(principalmente de &cidos concentrados), rapidez, seguranca, eficiéncia de
decomposicédo, a partir dos baixos valores de RCC observados e adequabilidade a
técnica de determinacdo. Cabe ressaltar que nos trabalhos publicados na literatura
que visam a determinacdo de metais por técnicas que envolvem o uso de plasmas,
tais como ICP-OES e ICP-MS, a informacgédo com relacdo aos valores de RCC esta
ausente o que dificulta a avaliacdo do quéo eficiente foi um determinado método.

Além da técnica de ICP-MS, empregando a USN-ICP-OES foi possivel a
determinacdo de Cd, Co e Cr na amostra de chocolate. E interessante mencionar
gue os valores para Cd obtidos por PN-ICP-OES ficaram abaixo do LD para todos os
meétodos avaliados. Isto é um aspecto relevante da USN-ICP-OES, na perspectiva
de determinacéo de analitos em baixas concentracdes, no caso da indisponibilidade
de instrumentos de ICP-MS. Outro fator a destacar € a melhora significativa nos
limites de deteccdo para Pb obtidos por USN-ICP-OES para todos os métodos de
preparo avaliados quando comparados com os limites de deteccéo obtidos por PN-
ICP-OES. Apesar da determinacdo de Ni ndo ter sido possivel por USN-ICP-OES,
este elemento tem um historico de apresentar elevadas concentragdes no chocolate
e a PN-ICP-OES pode ser uma alternativa satisfatoria.

Uma vez que o consumo de chocolate aumenta a cada ano, a disponibilidade
de métodos que possibilitem a avaliagdo da concentracdo de metais € um quesito
importante para garantir a adequabilidade do produto a determinados padrdes de

qualidade. Além disso, uma vez que existe uma preocupacdo com relacdo a



Conclusao

7

aspectos toxicolégicos nos alimentos, é necessaria uma uniformizacdo das
concentracfes permitidas para metais em chocolate jA& que, em muitos casos, sao
baseadas em legislacdes regionais. Ademais, em funcdo do carater multielementar
das técnicas de ICP-MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES, estudos adicionais podem
possibilitar a determinacdo de outros elementos em chocolate estendendo a
caracterizagao elementar da amostra.
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ANEXOS

Tabela Al. Condi¢bes selecionadas para avaliagdo da temperatura do tubo em U e temperatura do
condensador do USN-ICP-OES.

Experimento Temperatura do tubo Temperatura do
em U (°C) condensador (°C)
1 120 -5
2 120 -2,5
3 120 0
4 130 -5
5 130 -2,5
6 130 0
7 140 -5
8 140 -2,5
9 140 0
10 150 -5
11 150 -2,5
12 150 0
13 160 -5
14 160 -2,5

[ERN
a1

160 0
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Tabela A2. Limites de detecc¢éo (ug g'l) obtidos pelos métodos de preparo utilizados apds a determinagéo por ICP-MS, PN-ICP-OES e USN-ICP-OES.

Método Cd Co Cr
ICP-MS PN-ICP-OES USN-ICP-OES ICP-MS PN-ICP-OES USN-ICP-OES ICP-MS PN-ICP-OES USN-ICP-OES
Via seca 0,0001 0,04 0,002 0,0002 0,06 0,006 0,0010 0,06 0,011
Bloco 0,0004 0,05 0,004 0,0004 0,22 0,012 0,0003 0,09 0,014
MAWD 1 0,0003 0,20 0,010 0,0003 0,23 0,021 0,0031 0,15 0,033
MAWD 2 0,0012 0,18 0,010 0,0005 0,28 0,017 0,0103 0,13 0,039
MAWD 3 0,0003 0,05 0,006 0,0003 0,21 0,014 0,0029 0,12 0,019
MAWD 4 0,0007 0,12 0,022 0,0011 0,22 0,022 # 0,11 0,044
SRC MAWD 0,0016 0,13 nd 0,0013 0,23 nd 0,0073 0,18 nd
MIC HNO3 4 mol L* 0,0012 0,10 0,006 0,0004 0,11 0,011 0,0022 0,13 0,018
MIC HNO37 mol L™ 0,0007 0,13 0,005 0,0002 0,12 0,008 0,0072 0,13 0,018
MIC HNO510 mol L™ 0,0006 0,13 0,009 0,0006 0,12 0,011 0,0071 0,14 0,019
MIC HNO3 14,4 mol Lt 0,0004 0,16 0,004 0,0009 0,14 0,015 0,0066 0,16 0,022
Método Ni Pb
ICP-MS PN-ICP-OES USN-ICP-OES ICP-MS PN-ICP-OES USN-ICP-OES

Via seca 0,005 0,08 0,01 0,0002 0,32 0,05

Bloco 0,006 0,17 0,01 0,0004 1,04 0,10

MAWD 1 0,009 0,54 0,02 0,0037 1,67 0,16

MAWD 2 0,005 0,40 0,03 0,0010 1,87 0,14

MAWD 3 0,003 0,12 0,02 0,0005 1,01 0,07

MAWD 4 0,014 3,99 0,14 0,0042 2,93 0,10

SRC MAWD 0,012 0,46 nd 0,0029 1,37 nd

MIC HNO34 mol L™ 0,062 0,70 0,06 0,0070 1,23 0,11

MIC HNO3 7 mol L* 0,021 0,63 0,06 0,0025 1,35 0,14

MIC HNO3 10 mol L 0,016 0,27 0,03 0,0040 1,05 0,10

MIC HNO3 14,4 mol L 0,015 0,61 0,09 0,0219 1,17 0,11

nd: ndo determinado em fungé&o da indisponibilidade do equipamento de SRC MAWD para completar as anélises

#: ndo foi possivel efetuar a determinacdo em fungdo de interferéncias poliatdmicas
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Figura Al. Avaliacdo da vazao da bomba peristaltica para Cd, Co, Cr, Ni e Pb por USN-ICP-OES.
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Figura A2. Avaliacdo da poténcia do gerador de radio frequéncia para Cd, Co, Cr, Ni e Pb por USN-
ICP-OES.
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