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RESUMO

Neste trabalho foi proposto um método de decomposicdo por combustao
iniciada por micro-ondas (MIC), usando solucdo absorvedora unica para a posterior
determinacdo de metais e halogénios em materiais biolégicos. Para demonstracao do
principio, foram utilizadas amostras de leite em po integral e a determinacéo de F foi
feita por potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE); Cl, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr
por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e Ca, K,
Mg e Na por espectrometria de absorgao atomica com chama (F AAS). Para MIC, os
seguintes parametros foram avaliados: massa de amostra, concentracédo de HNOs da
solucéo absorvedora e o tempo de refluxo empregado. Massas de amostra de até 700
mg foram decompostas por MIC, utilizando HNOz 5 mol L' como solugdo absorvedora
e 5 min de refluxo. Para a determinacdo de F, as solu¢cbes de calibracdo foram
preparadas em HNOs e as amostras digeridas, assim como as solugdes de
calibracdo, foram ajustadas quanto ao pH (pH 5) previamente as medidas por ISE.
A determinacéo de ClI, Br e | por ICP-MS foi feita empregando-se curvas de calibracao
preparadas em NH4OH 10 mmol L%, sendo necesséria a prévia diluicdo e ajuste do
pH (pH 10) das amostras digeridas, para contornar efeitos de memdria em meio
acido. Perdas de iodo foram observadas quando foram empregados tempos de
refluxo maiores que 5 min (10 e 15 min). Apés decomposicdo por MIC, as solucdes
podem ser armazenadas por até 7 dias sob refrigeracdo (4 °C), sem que perdas
sejam observadas para F, Cl, Br e I. Cabe destacar que estes experimentos de
estabilidade ndo foram feitos para metais. Os resultados obtidos pelo método
proposto foram concordantes com os resultados obtidos por MIC usando NH4OH 25
mmol Lt como solucédo absorvedora para os halogénios e com os resultados obtidos
por decomposic¢ao por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas (MAWD) usando
HNOs 14,4 mol L, para metais. A exatiddo foi avaliada empregando materiais de
referéncia de leite em po6 integral (NIST 8435) e tecido de ostra (NIST 1566a) e os
valores encontrados foram concordantes com os valores de referéncia. Os limites de
quantificacdo (LOQs) obtidos foram menores que 19,2 e 1,8 ug g* para os halogénios
e metais, respectivamente. O método proposto foi, também, aplicado para amostras
de figado bovino e crustaceos (camardo, Penaeus subtilis, e corrupto, Callichirus

major).
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ABSTRACT

In this work, a sample preparation method using microwave-induced
combustion (MIC) using a single absorbing solution was applied for further
determination of both halogens and metals in biological samples. A whole milk powder
sample was used for method evaluation. Fluorine was determined by potentiometry
with ion selective electrode (ISE), Cl, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) and Ca, K, Mg and Na by flame atomic
absorption spectroscopy (F AAS). The following parameters were evaluated for MIC:
sample mass, nitric acid concentration used as absorbing solution and time of reflux
step. According to the results, it was possible to observe that sample masses up to
700 mg were efficiently digested by MIC using 5 mol L't HNO3s as absorbing solution
an 5 min of reflux. For F determination by ISE, standard solutions were prepared using
nitric acid, and the digests, as well standard solutions, were adjusted to pH 5 previous
the determination step. For CI, Br and | determination by ICP-MS, calibration was
carried out using 10 mmol L** NH4OH solution. Digests were diluted and the pH was
adjusted (pH 10), in order to avoid memory effects for |. Losses of | were observed
when reflux step was higher than 5 min (10 and 15 min). Digested solutions obtained
by using MIC can be stored up to 7 days at 4 °C since no losses of F, Cl, Br and | were
observed in this period. It is important to mention that these experiments were not
carried out for metals determination. The results obtained by the proposed method
(MIC) were in agreement with those obtained by MIC using 25 mmol Lt NH4OH as
absorbing solution for halogens and by microwave-assisted wet digestion (MAWD)
using concentrated HNOs for metals. The accuracy was also evaluated using
reference materials (NIST 8435, whole milk powder and NIST 1566a, oyster tissue)
and obtained results were in agreement with the reference values. Limits of
quantification (LOQs) were lower than 19.2 and 1.8 ug g* for halogens and metals
determination, respectively. The proposed method was applied to bovine liver and

crustaceans samples (Penaeus subtilis and Callichirus major).



1 INTRODUCAO

Diversos metais e ndo metais presentes em materiais bioldgicos podem ser
considerados como essenciais ou téxicos, dependendo da natureza e concentracao
em que se encontram. A informacg&o da concentracdo destes elementos pode trazer
informacdes importantes sobre 0s niveis destes no organismo humano, bem como
identificar a rota metabdlica em sistemas bioldgicos.*3

Entre as técnicas mais utilizadas para a determinacdo de halogénios,
destacam-se a cromatografia de ions (IC), a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e a potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE).
Estas técnicas exigem, normalmente, que a amostra esteja na forma de solucéo
para introducdo nos equipamentos. Assim, necessitam de uma etapa prévia de
preparo de amostras que é, geralmente, a mais morosa do processo analitico sendo,
também, a qual estd sujeita aos principais erros, além de riscos de
contaminagéo.l*>

Dentre os métodos de preparo de amostra empregados para materiais
biolégicos e posterior determinacdo de halogénios, podemos destacar a extracao, a
piroidrélise, a decomposicédo por via Umida e os métodos de combustdo.>> Porém,
alguns destes métodos podem nao ser adequados para a posterior determinacéo de
halogénios devido a eliminacdo incompleta da matriz e possibilidade de perdas de
analitos devido a formacdo de compostos volateis. Dentre os métodos de
combustdo, a combustdo iniciada por radiacdo micro-ondas (MIC) permite a

completa destruicdo da matriz organica e possibilita o uso de diferentes solu¢cdes

Mello, P. A. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

Mesko, M. F. et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.

Pereira, J. S. F. et al., Microchemical Journal 109 (2013) 29-35.

Arruda, M. A. Z., Trends in sample preparation, Nova Science Publishers, New York, 2007, p. 29-82.

Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
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absorvedoras, além de permitir uma etapa de refluxo. Além disso, € um método
rapido e que permite a utilizacéo de reagentes diluidos.*®

A maior parte dos métodos de preparo de amostras sdo desenvolvidos de
acordo com a matriz e os analitos a serem determinados. Ou seja, métodos para a
posterior determinacdo de metais e halogénios sao, normalmente, executados com
diferentes condicGes experimentais.! Por exemplo, a absorcdo de metais,
geralmente, € feita com o uso de solucdes acidas sendo que, a absorcdo de
halogénios é, normalmente, feita utilizando solugées alcalinas.!#° Assim, andlises
gque necessitam a determinacdo de metais e halogénios na mesma amostra
demandam maior tempo e, consequentemente, maior custo, resultando em um
consumo maior de reagentes.

Tendo em vista a necessidade, principalmente, de métodos mais simples e
rapidos, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método que possibilite
empregar as mesmas condi¢cdes, em um método de preparo de amostras Unico por
MIC, que permite a posterior determinacdo de metais e ndo metais (incluindo
halogénios), na mesma solucdo de decomposicdo. Para tanto, foi avaliada a
possibilidade de recuperacdo de halogénios em solugbes absorvedoras acidas,
empregando a MIC como método de preparo de amostra. Além disso, foi avaliada a
estabilidade destes halogénios em fungcdo do tempo de estocagem, nas diferentes
solucbes acidas avaliadas para absorcdo. A determinacdo de F foi feita por ISE;
Cl, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e Na por espectrometria de
absorcdo atdbmica com chama (F AAS). A exatiddo do método proposto foi avaliada
através da comparacdo dos resultados obtidos utilizando métodos distintos de

preparo de amostra e através do emprego de materiais de referéncia.

1 Mello, P. A. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

Flores, E. M. M., Microwave-assisted sample preparation for trace element determination, Elsevier, Amsterdam,
2014, p. 400.

Arruda, M. A. Z., Trends in sample preparation, Nova Science Publishers, New York, 2007, p. 29-82.
Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Se¢ao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica aqui apresentada inclui uma compilagcdo de dados
reportados na literatura acerca da importancia da determinacdo de metais e ndo
metais em materiais biologicos. Apds, sdo apresentados 0s principais métodos de
preparo de amostras, bem como as técnicas analiticas frequentemente utilizadas

para a determinagao destes analitos.
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2.1 IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE METAIS E HALOGENIOS EM
MATERIAIS BIOLOGICOS

A determinacdo de metais e ndo metais em materiais bioldégicos € um
importante parametro de qualidade devido, principalmente, ao uso destas amostras
na alimentacdo.® Além disso, a quantificacdo destes analitos pode trazer
informacdes importantes sobre os niveis destes elementos no organismo, bem como
identificar a rota metabdlica em sistemas biol6gicos.*?

A presenca de halogénios, como F, Cl e I, seus efeitos e distribuicdo em
amostras bioldégicas sdo mais conhecidos do que para Br.! O consumo de fllGor é
necessario a fim de garantir boa salde bucal. Entretanto, em concentracdes
elevadas, o F pode se acumular, principalmente, em areas ricas em calcio, podendo
causar fluorose.>” O cloro é um elemento essencial ao organismo humano, sendo
que participa de varias funcdes, como a regulacdo da pressdao osmoética e no
controle do pH sanguineo. Porém, em doses elevadas, pode causar inUmeras
disfungcbes no organismo, principalmente quando em presenca de soédio,
aumentando a pressédo arterial.X® O iodo, assim como o Cl, é essencial ao
organismo humano, principalmente, ao funcionamento da glandula tireoide, sendo
que o seu excesso ou falta causa disfuncdes nesta glandula.’® O efeito do bromo no
organismo ainda ndo € muito conhecido. Alguns estudos trazem a essencialidade
deste elemento para os animais, pois a sua deficiéncia pode causar alteracdes nas
membranas de base, observadas em doencas relacionadas ao tabagismo.©
Entretanto, o excesso de Br pode causar diminuicdo da quantidade de | na glandula
da tireoide. Além disso, cabe salientar que, geralmente, a presenca de Br é
proveniente de fontes externas, como produtos de desinfec¢édo ou, até mesmo, pelo

uso de retardantes de chama.l:11.12

Pereira, J. S. F. et al., Microchemical Journal 109 (2013) 29-35.

Mello, P. A. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

Mesko, M. F. et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.

Prystupa, J., Toxicology Mechanisms and Methods 21 (2011) 103-170.

Fechetia, M. et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 71-72 (2012) 98-101.
Zimmermann, M. B. et al., Lancet 372 (2008) 1251-1262.

10 Mccall, A. S. et al., Cell 157 (2014) 1380-1392.

1 picoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
12 | ag, M. et al., Chemical Research in Toxicology 4 (1991) 528-534.
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Assim como para os halogénios, a determinacdo de metais é importante, pois
estes elementos podem ser essenciais ao organismo ou téxicos, dependendo da sua
espécie e concentracdo em que se encontram.? O excesso ou deficiéncia de metais
e nao metais pode causar diversas desordens clinicas, como retardo no
crescimento, anemia, cancer respiratério, decréscimo na imunidade, alteracdes na
pele, entre outros problemas.®!* Elementos como Cd e Pb, sdo considerados
toxicos, e podem causar varios danos ao organismo, mesmo em niveis muito baixos
de exposicdo.®>* Por outro lado, Ca, por exemplo, € um elemento majoritario
presente no organismo humano, sendo que a deficiéncia deste pode causar varios
problemas, como a osteoporose.®

Tendo em vista a essencialidade e a toxicidade associadas a presenca de
metais e ndo metais em amostras biolégicas, o conhecimento da concentracéo
destes elementos é fundamental. Muitas vezes, o limite entre estas concentracdes
que causam efeitos toxicos ou essenciais € proximo, o que exige 0 emprego de
métodos precisos, exatos e com baixos limites de quantificacdo. A seguir, serdo
abordados com mais detalhes, os principais métodos de preparo de amostras

empregados para a posterior determinacao de halogénios.

2.2 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE HALOGENIOS

Em geral, as técnicas analiticas usadas para determinacdo de metais e nao
metais requerem que 0s analitos estejam presentes em uma solucdo. Para isso,
quando se trabalha, em especial, com amostras soélidas, € necessario que um
método de preparo seja aplicado, previamente a determinacdo dos analitos, para
converter a amostra a uma forma adequada para ser introduzida no equipamento. E

importante que o procedimento de preparo de amostra seja simples, rapido e

8 Pereira, J. S. F. et al., Microchemical Journal 109 (2013) 29-35.
13 Fraga, C. G., Molecular Aspects of Medicine 26 (2005) 235-244.
14 Codex alimentarius commission, Joint FAO/WHO Food Standards Programme, Rome, 2003.

15 Quesada-Gémez, J. M. et al., Low calcium intake and inadequate vitamin D status in postmenopausal osteoporotic
women, The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 136 (2013) 175-177.
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eficiente, fornecendo resultados com preciséao e exatidao adequados. Cabe salientar
que, para a escolha do método de preparo de amostra adequado, deve se levar em
consideracdo os analitos e o nivel de concentracdo que se quer determinar, bem
como a técnica de determinacéo disponivel para este fim.1#5

Quando se visa a determinacdo de halogénios, € necessaria maior atencéo
aos métodos de preparo de amostra utilizados, principalmente devido as possiveis
perdas destes por formacdo de espécies volateis quando solucbes acidas sao
utilizadas, mesmo em sistemas fechados.}'®1” Estas perdas sdo observadas
principalmente quando &cidos concentrados sdo utilizados na etapa de
decomposicdo. Assim, a maior parte dos métodos de preparo de amostras
reportados na literatura para a posterior determinacdo de halogénios, empregam
solucdes alcalinas.! Neste caso, dentre os métodos de preparo de amostras,
destaca-se o uso da extracdo, piroidrolise, métodos de combustdo e, em menor
namero, a decomposic¢ao por via Umida.

A extracdo tem sido utilizada, principalmente, devido a sua simplicidade, além
da possibilidade de uso de reagentes diluidos e temperaturas mais brandas. Os
extratores mais comumente utilizados séo solugbes alcalinas, como hidréxido de
amonio!!, hidroxido de tetrametilamonio (TMAH)11819 e solugcbes de aminas
terciarias?®. Entretanto, por ser um método que ndo elimina a matriz, podem ocorrer
interferéncias durante a etapa de determinacdo pela presenca de teores elevados de

carbono, dependendo da técnica analitica utilizada.?!

Mello, P. A. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

Arruda, M. A. Z., Trends in sample preparation, Nova Science Publishers, New York, 2007, p. 29-82.

Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Se¢ao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
16 | eppanen, K. et al., Food Analytical Methods 7 (2013) 1103-1108.

7 Todoli, J. L. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 54 (1999) 895-929.

1 Ppicoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

18 Knapp, G. et al., Fresenius Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.

19 Rose, M. et al., Journal of Environmental Monitoring 3 (2001) 361-365.

20 Nobrega, J. A. et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 12 (1997) 1243-12486.

21 Grindlay, G. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 86 (2013) 42-49.
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A piroidrélise, embora seja aplicada, principalmente, para matrizes
inorganicas?®®> e combustiveis fésseis?®?4, pode ser empregada também para
materiais bioldgicos?>?’ para a posterior determinacdo de halogénios. A principal
vantagem da piroidrolise é a separacdo dos analitos da matriz, ja que é baseada na
hidrélise dos analitos a altas temperaturas. Os halogénios sdo volatilizados e
convertidos, normalmente, em seus respectivos acidos inorganicos na presenca de
vapor de agua, sendo posteriormente absorvidos em uma solucdo adequada. As
solucBes absorvedoras geralmente empregadas, sdo solucdes diluidas de carbonato
ou hidroxido de aménio, ou até mesmo agua, dependendo do analito e da técnica de
determinacdo utilizada. A instrumentacdo requerida é simples e de baixo custo.
Entretanto, geralmente, apresenta baixa frequéncia analitica (2 a 5 amostras podem
ser processadas por hora).®> Embora a piroidrélise possa ser empregada para
outros elementos, como B e S, para a maioria dos metais ela ndo é adequada,
devido a maior dificuldade de formagao de espécies volateis.!

Considerando a incompleta extracdo dos analitos e as possiveis interferéncias
dos métodos de extracdo, tais como o elevado teor de carbono em solucédo e a
inadequabilidade para a volatilizacdo de metais por piroidrélise, faz-se necessario
que métodos de preparo que permitam a completa decomposi¢cdo da matriz da
amostra sejam empregados. A decomposi¢cdo por via Umida é uma alternativa.
Entretanto, o uso de acidos concentrados pode provocar perdas de halogénios por
volatilizacdo. Ja os métodos de combustdo, possuem alta eficiéncia de
decomposicdo e possibilitam o emprego de solucdes diluidas, podendo ser
empregados na posterior determinacéo de halogénios.

A seguir, serdo apresentados com mais detalhes o0s métodos de
decomposicdo por via umida e de combustdo, com énfase na MIC, que foi utilizada

neste trabalho.

22 Taflik, T. et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 23 (2012) 488-495.

23 Antes, F. G. et al., Quimica Nova 33 (2010) 1130-1134.

24 Antes, F. G. et al., Analytical Methods 3 (2011) 288-293.

25 Dressler, V. L. et al., Analytica Chimica Acta 466 (2002) 117-123.

26 Shinoda, T. et al., Analytical Letters 45 (2012) 862-871.

27" schnetger, B. et al., Analyst 121 (1996) 1627-1631.

1 Mello, P. A. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
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2.21 Decomposicao por via itmida

A decomposicdo por via Umida tem sido amplamente aplicada para amostras
bioloégicas para a posterior determinacdo de metais e ndo metais.*® Geralmente, o
HNOs é utilizado como agente oxidante, podendo este ser combinado com outros
acidos concentrados, tais como HCI, HCIO4, H2SO4 e HF ou, também, com peréxido
de hidrogénio.?®

A decomposicdo por via Umida pode ser feita em sistemas abertos ou
fechados. Os sistemas abertos possibilitam, geralmente, a decomposicdo de maior
massa de amostra com instrumentacdo mais simples. Porém, ha susceptibilidade a
contaminacgao e perda de analitos por volatilizagcdo, combinada com maior consumo
de reagentes e maior tempo de decomposicdo. Além disso, a temperatura do
sistema é limitada pela temperatura de ebulicdo do acido ou da mistura acida,
podendo, em alguns casos, nao fornecer a condicdo adequada para a completa
decomposicdo das amostras.>28

Por outro lado, a utilizacdo de sistemas fechados para a decomposicao por
via umida aumenta a eficiéncia e reduz o tempo requerido para a decomposicao das
amostras em relacdo aos sistemas abertos.?®2 O uso desses sistemas possibilita a
determinacado de elementos passiveis de volatilizacdo, o que ndo é possivel quando
utiliza-se o sistema com frascos abertos. Além disso, em sistemas fechados, ocorre
um aumento da pressao interna do sistema, acarretando o aumento da temperatura
da solucéo e, consequentemente, do poder de oxidacdo do acido empregado.® Cabe
salientar que, as decomposic¢des por via Umida podem ser feitas sob aquecimento
convencional ou com o uso da radiacdo micro-ondas. Este Ultimo, na maioria dos
casos, proporciona decomposicées em menor tempo que aquelas que utilizam
aguecimento convencional. Além disso, os sistemas de decomposicéo por via Umida
com radiagcdo micro-ondas, geralmente, sdo equipados com sensores de pressao e

temperatura, que possibilitam decomposi¢cdes com maior controle operacional.528:29

Arruda, M. A. Z., Trends in sample preparation, Nova Science Publishers, New York, 2007, p. 29-82.
Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
28 Flores, E. M. M., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.

29 Kingston, H. M. et al., Introduction to microwave sample preparation - theory and practice, ACS Professional
Reference Book, Washington, 1988, p. 263.
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Apesar da decomposicdo por via Umida possibilitar alta eficiéncia de
decomposicdo, para a posterior determinacdo de halogénios, este método pode
apresentar inconvenientes, tais como perdas destes analitos quando se utilizam
sistemas abertos e &acidos concentrados. Além disso, podem ocorrer, também,
interferéncias em algumas técnicas de determinacdo, quando alta concentracdo de
acido é usada.16.7

Alguns trabalhos reportados na literatura usam a decomposicao por via umida
empregando acidos concentrados para a decomposicdo de amostras e posterior
determinacdo de halogénios.! Na Tabela 1, sdo apresentados alguns trabalhos
relacionados com o preparo de amostras biolégicas utilizando acidos, para a

posterior determinacdo de halogénios.

1 Mello, P. A et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
16 Leppanen, K. et al., Food Analytical Methods 7 (2013) 1103-1108.
17 Todoli, J. L. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 54 (1999) 895-929.



Revisao Bibliografica

Tabela 1. Aplicacbes envolvendo o uso de métodos de decomposicao por via Umida para a posterior determinacédo de halogénios em materiais

biolbgicos.
Amostra Elemento  Preparo de amostra Tecnica (leL%elt;rmlnagao Exatidado Referéncia
Leite em po Cl,Brel MAWD: 250 mg de amostra foram decompostas  ICP-OES Cl: 97 a 105% 30
usando 4 mL de HNOs 14,3 mol L't e 1 mL de 1 Br: 87 a 104%
H202 30%. Posteriormente foram adicionadas de LODs, em ug g™ - 85 a 102%
1 mL de AgNOz 1 mol L e as solucdes obtidas ~ Cl: 15 ' 0
foram centrifugadas e o precipitado, previamente Br: 20
separado e lavado com &gua, foi diluido com I 40
2 mL de solucéo concentrada de aménia.
Leite em po, [ MAWD: 100 mg de amostra foram decompostos  ICP-MS MAWD: 98 a 18
musculo de usando 0,3 mL de HNOs 14,3 mol L*e 0,5mLde | (o . 102% HPA: 92 a
bacalhau, HCIO4 16,6 mol L. » €M g g 94%
tecido de ostra, HPA (sistema de alta pressdo): 100 mg de [1:10,01
0vo em po, feno amostra foram decompostos usando 0,3 mL de
em po, H20, 2,1 mL de HNOs 14,3 mol L'* e 0,5 mL de
rm suino HCIO4 16,6 mol L.
Leite em po, I MAWD: 500 mg de amostra foram decompostos PVG-ICP-MS I: 60-85% 31

folhas de citrus,
tecido de ostra

utiizando 7 mL de HNOs concentrado. ApOs
resfriamento, foi adicionado 0,2 mL de H20: e foi
repetido o programa de irradiacao.

LOD: nao informado

30 Naozuka, J. et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 917-921.
18 Knapp, G. et al., Fresenius Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.
81 Grinberg, P. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 64 (2009) 235-241.
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Tabela 1. Aplicacbes envolvendo o uso de métodos de decomposicao por via imida para a posterior determinacédo de halogénios em materiais

biolbgicos.

(continuacao)

Amostra

Elemento

Detalhes do preparo de amostra

Técnica de determinacdo Exatidao

e LODs

Referéncia

Soro sanguineo

Leite em po6

F

I, Cu, Fe e
Pb

Decomposicao por via Umida: 20 pL de amostra
foram decompostos utilizando 500 pyL de éter e
5 pL de HCIO4. ApGs agitagdo, foram adicionados
e 2 mL de complexo de bifenil sédio (em éter) e
posteriormente 500 pL de &gua. A solucéo foi
centrifugada e o sobrenadante foi extraido com
éter, adicionado de 450 pL de H2NaPO4.H20 5 g
L1 e 1000 pL de NHs 65% Os extratos, apos
aquecimento, foram centrifugados e o precipitado
foi dissolvido em 100 pL de acido férmico 20%,
adicionado de 100 puL de Al 0,01 mol L? e feita
diluicdo a 1 mL com &gua.

Decomposicao por via imida: 500 mg de amostra
foram decompostos utiizando 5 mL de
HNOs 15,2 mol Lt e 3 mL de H202. Apds, foi
adicionada uma solucdo de 20% (m/V) de
Na:S:0s e o digerido foi submetido ao
aguecimento novamente.

GF MAS

LOD: nao informado

ICP-MS: |
ICP-OES: Cu, Fe e Pb

LODs: nao informados

F: 98 a 100% 32

I: 99% 16
Cu:100%

Fe:97%

Pb: 88%

32 venkateswarlu, P. et al., Microchemical Journal 48 (1993) 78-85.
16 |eppanen, K., et al., Food Analytical Methods 7 (2013) 1103-1108.
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Tabela 1. Aplicacbes envolvendo o uso de métodos de decomposicao por via imida para a posterior determinacéo de halogénios em materiais

biolbgicos.
(concluséo)
Amostra Elemento  Detalhes do preparo de amostra Tecnica (ieLtiljeltDirmlnagao Exatidao Referéncia
Leite em p6 e Cl Decomposicdo por via tmida: HR-CS-GF MAS 1):25a49% 8
musculo bovino (1) 100 mg de amostra foram decompostos em | opg em pg g 2):79a115%

frascos de polipropileno com de 1,5 mL de )
HNOs 14,3 mol L. A solucdo foi mantida em 1)cl18
repouso, e posteriormente, filtrada. 2)Cl:9

(2) 100 mg de amostra, foram decompostos
usando 4 mL de HNOs 14,3 mol Lt e 1 mL de
H202 30%, adicionado de 1 mL de
AgNOsz 1 mol L1 As solugbes obtidas foram
centrifugadas e o precipitado, previamente
separado e lavado com agua, foi diluido com 2
mL de solucdo concentrada de amonia.

ICP-OES: espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado; ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado;
HR-CS-GF MAS: espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolucdo com fonte continua empregando forno de grafite; GF MAS: espectrometria de
absorgdo molecular com forno de grafite; MAWD: decomposigdo por via imida assistida por radiacdo micro-ondas; HPA: sistema de decomposicao a alta
pressdo; PVG-ICP-MS: geracgéo fotoquimica de vapor por radiagdo ultravioleta acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.

8

Fechetia, M. et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 71-72 (2012) 98-101.
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Conforme pode ser observado na Tabela 1, na maior parte dos trabalhos
apresentados envolvendo a decomposi¢do por via umida, geralmente, é feita mais
uma etapa de decomposicdo, tornando o método moroso. Além disso, pode ser
observado, também, que além de HNOs, outros reagentes s&o utilizados, para
melhorar a eficiéncia de decomposi¢cdo, como € o caso do H202 ou para evitar
possiveis perdas de analito, como € o caso do AgNOs. Entretanto, a adicdo de um
maior niumero de reagentes como, também, um maior nimero de etapas, pode levar
a contaminacdo. Além disso, podem ocorrer interferéncias na etapa da
determinacado, dependendo do reagente e da técnica analitica empregada.

Nos trabalhos de Fechetia et al.2 e Naozuca et al.3°, apés a decomposigdo
das amostras de leite em pd e musculo bovino empregando HNO3s e H202, foi feita a
adicdo de AgNOs a fim de precipitar os halogénios nos digeridos. Apds, o precipitado
foi dissolvido em uma solugdo de amdnia concentrada e, depois, diluido em &gua.
No mesmo trabalho de Fechetia et al.8, foi feita a decomposicdo das amostras
utilizando HNOs 14,3 mol L' e a solucédo foi mantida em repouso e filtrada. A
exatidao para Cl ficou entre 25 e 49%, indicando a ineficiéncia do método proposto.
Ja Gringberg et al.3!, ap6és uma etapa de decomposicdo das amostras utilizando
HNOs por MAWD, repetiu o programa de irradiagdo adicionando H202 no digerido.
Os resultados apresentaram perdas para | de 15 a 40%, e a presenca de uma
concentracéo relativamente alta de HNO3s nos digeridos ocasionando interferéncias
na etapa de determinacao.

Em outro trabalho, desenvolvido por Venkateswarlu et al.®?, para a
determinacdo de F por GF-MAS, os autores fizeram a decomposi¢cdo de soro
sanguineo utilizando HCIO4 na presenca de éter. Posteriormente, apos a adicédo de
complexo de bifenil s6dio (em éter), foi feita a extragcdo com éter e nos extratos foi
adicionado de uma solucdo de H2NaPO4+H20 5 g L' e solugdo de amobnia
concentrada. O precipitado foi dissolvido em acido féormico e, posteriormente, foi
adicionada uma solucdo de aluminio (formacdo da molécula). Os resultados

mostraram recuperacdes para F de 98 a 100%.

8  Fechetia, M. et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 71-72 (2012) 98-101.
30 Naozuka, J. et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 917-921.

31 Grinberg, P. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 64 (2009) 235-241.

32 Venkateswarlu, P. et al., Microchemical Journal 48 (1993) 78-85.
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2.2.2 Métodos de combustao

A combustdo é uma reacdo de decomposicdo de matéria organica na
presenca de oxigénio, tendo como produtos principais CO2 e H20. E utilizada como
método de preparo de amostra por ser relativamente simples, envolvendo
essencialmente a acdo do oxigénio, que pode ser obtido com um teor minimo de
contaminantes quando comparado aos acidos inorganicos usados nos processos de
decomposicdo. Além disso, geralmente € um processo que leva a oxidagao
completa da amostra, e os analitos sdo retidos em uma solucdo adequada para a
determinacgéo.?833

Assim como a decomposi¢cdo por via Umida, os métodos de combustao
podem ser conduzidos em sistemas abertos ou fechados. Em sistemas abertos, a
oxidacdo da matéria organica é feita pela presenca do oxigénio presente no ar
atmosférico. O método mais comum de combustdo em sistema aberto € por via
seca, utilizando forno do tipo mufla, além do método de combustédo de Wickbold3* e
sistema dinamico (Trace-O-Mat)®, os quais sdo menos usados.

Na combustédo por via seca, € utilizado um forno do tipo mufla e o sistema é
aguecido em temperaturas na faixa de 450 a 550 °C. O sistema permanece
aquecido até que sobre somente um residuo inorganico ndo volatil. Este residuo
deve ser solivel em acido diluido. O método requer o uso de instrumentacdo
simples e possibilita decomposicdo de elevada massa de amostra, com baixo
consumo de reagentes. Entretanto, além da possibilidade de contaminacéao, por ser
um sistema aberto, pode haver a perda parcial ou completa de analitos volateis,

como é o caso de alguns metais e ndo metais, o que inclui os halogénios.®

28 Flores, E. M. M., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.

33 Fung, Y. S. et al., Analytica Chimica Acta 315 (1995) 347-355.

34 Capka, V. R. et al., Talanta 64 (2004) 869-878.

35 Gelinas, Y. et al., Analytical Chemistry 70 (1998) 1021-1025.

Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Se¢ao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
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Dentre os métodos de combustdo em sistema fechado, destacam-se a bomba
de combustéo, o frasco de Schoniger e a MIC. A decomposicao utilizando bomba de
combustdo ocorre em uma bomba de aco, pressurizada com oxigénio, contendo
uma solucdo absorvedora adequada para os analitos. A amostra, geralmente
prensada na forma de comprimido, € posicionada no suporte e a ignicdo é feita
através do contato elétrico entre dois eletrodos. Apesar de possuir alta eficiéncia de
decomposicéo, a etapa de refluxo é manual, bem como somente uma amostra pode
ser decomposta por vez. A bomba de combustdo possui uso limitado para a
posterior determinacéo de metais, devido aos possiveis problemas de contaminacéo
pelo contato com as partes metdlicas. 528

A combustao utilizando frasco de Schdniger consiste na queima da amostra,
envolvida em um papel filtro, posicionada em um suporte de platina, que € colocado

7z

dentro de um erlenmeyer. A solucdo absorvedora é adicionada e o frasco é
preenchido com oxigénio. A ignicdo é feita eletricamente, por lampadas de
infravermelho ou de forma manual. Com o inicio da combust&o, o frasco é invertido
rapidamente para que a solucdo absorvedora faca a vedacdo do sistema,
minimizando possiveis perdas de analito. Ap6s a queima, o frasco é lavado com a
propria solugdo absorvedora para promover a lixiviagdo dos analitos aderidos as
paredes internas. A principal vantagem deste método é a instrumentacédo utilizada,
gue é de baixo custo e facil aquisicdo. Entretanto, a massa de amostra é limitada
pelo tamanho do frasco (50 mg de amostra necessitam de um frasco de 500 mL).°
Cabe ressaltar que a combustdo utilizando frasco de Schoniger € o método
recomendado para a posterior determinacdo de Cl, Br e | por titulometria em
amostras de leite em pd pela Official Methods of Analysis of AOAC International
(Método 974.36).%6

Considerando os métodos de combustédo discutidos anteriormente, podemos
observar que eles apresentam baixa frequéncia analitica, ou seja, apenas uma
amostra pode ser decomposta por vez. Na combustéo por via seca, massas maiores
de amostra podem ser empregadas, entretanto, h4 maior risco de contaminacédo e

perdas por volatilizacao.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Se¢ao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.

28 Flores, E. M. M., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.
36 Official Methods of Analysis of AOAC International AOAC International, Gaithersburg, USA, 2012.
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Tendo em vista as desvantagens dos métodos de combustdo apresentados, a
MIC vem sendo utilizada com sucesso, na decomposicdo de amostras das mais
diversas matrizes,'137-44 para a posterior determinacdo de metais e ndo metais. As
principais vantagens da MIC, em relacdo aos outros meétodos de combustao,
referem-se a possibilidade de efetuar uma etapa de refluxo posteriormente a queima
da amostra, além da elevada frequéncia analitica (até 8 amostras podem ser
decompostas em 5 min).>®¢ Com base nestas peculiaridades, a MIC foi escolhida no

presente trabalho, e sera dado maior enfoque para este método nesta revisao.

2.2.2.1 Combustao iniciada por micro-ondas

A MIC, desenvolvida por Barin* e Flores et al.*%, tem sido usada com sucesso
para a decomposicdo e posterior determinacdo de metais e ndo metais?46-48,
incluindo os halogénios?11:3847.49.50 em materiais biol6gicos e outras matrizes de
dificil decomposicdo3®-4451 Sua primeira aplicacdo foi para a decomposicdo de
produtos farmacéuticos, utilizando oxigénio liqguido e um forno micro-ondas
doméstico.®* A amostra foi alocada em um suporte de quartzo, inserido em um

frasco de perflioralcoxi (PFA).* Posteriormente, o sistema foi adaptado para a

11 picoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

87 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.

38 Costa, V. C. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.

39 Cruz, S. M. et al., Microchemical Journal 123 (2015) 28-32.

40" Cruz, S. M. et al., Fuel 160 (2015) 108-113.

4L Flores, E. M. M. et al., Analytical Chemistry 85 (2013) 374-380.

42 Muller, A. L. H. et al., Food Analytical Methods 6 (2012) 258-264.

43 Pereira, J. S. F. et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.

44 pereira, R. M. et al., Talanta 147 (2016) 76-81.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Secao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.

Flores, E. M. M., Microwave-assisted sample preparation for trace element determination, Elsevier, Amsterdam,
2014, p. 400.

Barin, J. S., Dissertacdo de mestrado, Programa de P4s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Farmacéutica,
Universidade Federal de Santa Maria-RS, (2003).

46 Flores, E. M. M. et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.
2 Mesko, M. F. et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.

47 Barin, J. S. et al., Microwave-induced combustion, E. M. M. Flores (Ed.) Microwave-assisted sample preparation for
trace element analysis, Elsevier, Amsterdam, 2014, pp. 143-177.

48 Maciel, J. V. et al., Food Chemistry 145 (2014) 927-931.

49 silva, S. V. et al., Food Chemistry 190 (2016) 364-367.

50 Mesko, M. F. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 398 (2010) 1125-1131.

51 Mello, P. A. et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 105 (2015) 95-102.

45
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utilizagdo em forno micro-ondas comercial, desenvolvido inicialmente para a
decomposicdo de amostras por via Umida em sistema fechado.?

Para o procedimento de MIC, a amostra € prensada na forma de um
comprimido e posicionada em um suporte de quartzo, sobre um papel filtro
umedecido com uma solucao de nitrato de amonio. Este suporte €, entdo, colocado
no frasco de decomposi¢do de quartzo, contendo a soluc¢éo absorvedora. O frasco é
entdo fechado e pressurizado com oxigénio e, ao ser submetido a radiagcdo micro-
ondas, ocorre a queima da amostra, que pode ser seguida por uma etapa de refluxo
opcional.>46

Além da elevada eficiéncia de decomposicao, a MIC também permite que se
apligue uma etapa de refluxo posterior a etapa da queima, o que possibilita lavagem
eficiente das paredes internas dos frascos, diminuindo os desvios padrdo relativos
(RSDs). A MIC combina vantagens da MAWD, pelo aquecimento por radiacao
micro-ondas, com a elevada eficiéncia de decomposi¢do dos métodos de combustao
em sistema fechado (baixos teores de carbono residual), obtendo-se solucdes
compativeis com o0s métodos de determinacdo. Além disso, possibilita maior
frequéncia analitica que os métodos convencionais de combustdo e permite o uso
de solugées diluidas, o que minimiza interferéncias na etapa de determinagdo.>4647
Cabe salientar, também, que a Unica alteracdo em relacdo a instrumentacao
utilizada para MAWD, € a insercdo de um suporte de quartzo e a necessidade de
pressurizacdo com oxigénio.

Foram selecionados alguns trabalhos na literatura utilizando métodos de
combustéo para o preparo de amostras para a posterior determinacdo de metais e
nao metais. Os principais aspectos dos trabalhos selecionados encontram-se na
Tabela 2.

52 Anton Paar GmbH, Multiwave 3000®, Microwave Sample Preparation System, Software Version v1.27-Synt, Graz,

Austria, (2003).
Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras, Se¢ao Técnica de Biblioteca - CENA/USP, Piracicaba, 2010, p. 340.
46 Flores, E. M. M. et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.

47 Barin, J. S. et al., Microwave-induced combustion, E. M. M. Flores (Ed.) Microwave-assisted sample preparation for
trace element analysis, Elsevier, Amsterdam, 2014, pp. 143-177.
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Tabela 2. Aplica¢Bes selecionadas utilizando combustdo como método de preparo de amostras para a posterior determinacédo de metais e nao

metais em materiais bioldgicos.

Técnica de determinacao

Amostra Detalhes do preparo de amostra e LODs Exatidao Referéncia
Leite em pé, Frasco de Schoniger. 20 a 50 mg de amostra ICP-MS I: 94 a101% 18
musculo de foram decompostos em um erlenmeyer de 500 LOD. em 1
bacalhau, mL, utilizando TMAH 5% como solucéo ' H9 g
tecido de ostra, absorvedora. 1: 0,005
feno em po, rim
suino e ovo em po
Figado bovino, MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, ICP-MSe IC I: 96 a 103% 50
amido de milho, utilizando 6 mL de (NH4)2COs 50 mmol L* como LODs. em 1
leite em po, solucdo absorvedora e 50 pL de NHiNOs ' Mg g™
farinha de trigo 6 mol L como iniciador de combustdo. Os ICP-MS:0,0007
frascos foram pressurizados com 15 bar de Oo:. IC: 3
Leite em pé MIC: 80 a 180 mg de amostra (leite e planta, ICP-OES com geracao I: 98 a 100% 53

desnatado, alface
do mar

respectivamente) foram decompostos, utilizando
10 mL de NaOH 0,25 mol L e 0,2 mL de H202
30% como solucdo absorvedora e 2-3 gotas de
NHsNOz 6 mol L1 como iniciador de combustéao.
Os frascos foram pressurizados com 10 bar de
Oo.

prévia de vapor
LODs, em ug g*:
Leite: 0,037
Planta: 0,018

18 Knapp, G. et al., Fresenius Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.
50 Mesko, M. F. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 398 (2010) 1125-1131.
53 Vtorushina, E. A. et al., Journal of Analytical Chemistry 64 (2009) 129-135.
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Tabela 2. Aplica¢Bes selecionadas utilizando combustdo como método de preparo de amostras para a posterior determinacédo de metais e nao

metais em materiais bioldgicos.

(continuacao)

Técnica de determinacao

Amostra Elemento  Detalhes do preparo de amostra e LODs Exatidao Referéncia
Proteina do soro Brel MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, ICP-MS Br: 102% 49
do leite utilizando 6 mL de NH4OH 25 mmol L1 como LODs. em " I: 105%
solugdo absorvedora e 50 pL de NH4NO3z 6 mol L? ' Hg g™
como iniciador de combustdo. Os frascos foram Br: 0,095
pressurizados com 20 bar de O2. I: 0,008
Leite em pé Brel MIC: 500 a 700 mg de amostra foram ICP-MS Br: 103% 11
decompostos, utilizando 6 mL de NH4OH 25 mmol 1 ) 0
L como solucéo absorvedora e 50 puL de NH4NOs LODs em ug g™ 11972 105%
6 mol L como iniciador de combustdo. Os frascos Br: 0,007
foram pressurizados com 20 bar de O2. I: 0,003
Mel Brel MIC: 1000 mg de amostra, juntamente com 400 mg ICP-MS Br: 101 a 105% 38
de celulose microcristalina e 100 pL NH4NO3 6 mol 1 . 0
L1 foram decompostos, utilizando 6 mL de NH4OH LODs em ug g™ 1:98 a 106%
50 mmol Lt como solucéo absorvedora e 50 uL de Br: 0,034
NH4NOz 6 mol L1 como iniciador de combustdo. Os 1: 0,003
frascos foram pressurizados com 25 bar de O-.
Camarao Brel MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, ICP-MS Br: 99% 54
- 1
utiizando 6 mL de NH4sOH 50 mmol L1 como LODs em g g - 106%

solucdo absorvedora e 50 pL de NH4sNOs 6 mol L*
como iniciador de combustdo. Os frascos foram
pressurizados com 20 bar de O:.

Br: 0,12
1:0,013

49 silva, S. V. et al., Food Chemistry 190 (2016) 364-367.

11

Picoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

38 Costa,V.C.etal., Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
5 Hartwig, C. A. et al., Analytical Methods 6 (2014) 7540-7546.
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Tabela 2. Aplica¢Bes selecionadas utilizando combustdo como método de preparo de amostras para a posterior determinacédo de metais e nao

metais em materiais bioldgicos.

(continuacao)

Técnica de determinacgéo

Amostra Elemento  Detalhes do preparo de amostra e LODs Exatidao Referéncia
Tabaco F, Cle Br MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, IC F: 98 a 103% 55
utilizando 6 mL de (NH4)2COs 50 mmol L' como . i 0
solugéo absorvedora e 50 pL de NH4sNOs 6 mol L LODs em pg g™ Cl:97 a100%
como iniciador de combustdo. Os frascos foram Cl: 0,1 Br: 99 a 104%
pressurizados com 20 bar de Oz Br: 0,2
1. 0,5
Peixe (Engraulis As, Cd, Co, MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, [ICP-MS As: 97 a99% 48
anchoita) Cr, Cu, Fe, utilizando 6 mL de HNOs 5 mol L** como solugéo LODs. em 1. Cd: 98 a 100%
Mn, Mo, Ni, absorvedora e 50 uL de NH4NOs 6 mol L' como ' Hg g™ . 0
ans > _ _ Co: 104 a 108%
SeezZn iniciador de combustdo. Os frascos foram As: 0,003 Mn: 0,002 Cr- 98 & 106%
pressurizados com 20 bar de Oo. Cd: 0,001 Mo: 0,005 ’ o 0
C0:0,002  Ni:0,004 (F:“_' :j afgﬁ/
Cr:0,005  Se: 0,016 A
Cu:0,004  Zn:000s M O°a97
Fe: 0,015 Mo: 95%

Ni: 102 a 106%
Se: 96 a 103%
Zn: 95 a 100%

55 Muller, A. L. H. et al., Analytical Letters 45 (2012) 1004-1015.
48 Maciel, J. V. et al., Food Chemistry 145 (2014) 927-931.
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Tabela 2. Aplica¢Bes selecionadas utilizando combustdo como método de preparo de amostras para a posterior determinacédo de metais e nao

metais em materiais bioldgicos (continuacao).

(continuacao)

Técnica de determinacéo

Amostra Elemento  Detalhes do preparo de amostra e LODs Exatidao Referéncia
Leite em pé, I Tubo de combustdo: 20 a 400 mg de amostra PVG-ICP-MS I: 60 a 85% 31
folhas de citrus, foram decompostos em uma cémara de LOD. em 1.
tecido de ostra combustdo constituida de um tubo de quartzo, ' P9 g™
utilizando 4&cido acético 5% como solugdo 10,075
absorvedora e fluxo continuo de vapor de agua.
Soja e derivados Cl,Brel MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, ICP-MS Cl: 93 a 100% 37
utilizando 6 mL de NHsOH 100 mmol L1 como 1 ) 0
solucdo absorvedora e 50 puL de NH4NOz 6 mol Lt LODs em ug g™ Br: 98 a 102%
como iniciador de combustdo. Os frascos foram Cl: 1,25 (DRC-ICP-MS) l: 96 a 97%
pressurizados com 20 bar de O-. Br: 0,03
I: 0,002
Nozes As, Cd, Hg MIC: 500 mg de amostra foram decompostos, [ICP-MS As: 97 a 105% 42
e Pb utilizando 6 mL de HNOs 7 mol L como solugéo LODs, em g g Cd:100 a 108%
absorvedora e 50 puL de NHisNOz 6 mol L como ' ' Pb: 98 a 103%
iniciador de combustdo. Os frascos foram As: 0,003 : 0
pressurizados com 20 bar de O. Cd:0,002 Hg:97 a 104%
Pb: 0,006

Hg: 0,007 (FI-CVG-ICP-MS)

sl Grinberg, P. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 64 (2009) 235-241.
37 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.
42 Muller, A. L. H. et al., Food Analytical Methods 6 (2012) 258-264.
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Tabela 2. Aplica¢Bes selecionadas utilizando combustdo como método de preparo de amostras para a posterior determinacédo de metais e nao

metais em materiais bioldgicos.

(concluséo)

Técnica de determinacéo

Amostra Elemento  Detalhes do preparo de amostra e LODs Exatidao Referéncia
Leite em pé Ba, Ca, Co, FMIC: 3000 mg de amostra foram decompostos, ICP-OES Ba: 105% 3
Cr, Cu, Fe, utilizando 10 mL de HNOs 2 mol L** como solu¢do | ops*, em pg g: Ca: 96 a 105%
Mg, Mn, Sr, absorvedora e 50 yL de NH4sNO3z 6 mol L* como Ba: 0.015 Ma: 0.03 Co: -
VeZn iniciador de combustdo. Foi empregada vazao de e 9- % '
Ca:0,03 Mn: 0,009 Cr: 104%

02 de 2 L min! antes da ignicdo e imediatamente
apés aumentada pra 15 L min-2,

MIC: 500 mg de amostra foram decompostos,
utilizando 6 mL de HNOs 7 mol L* como solucéo
absorvedora e 50 puL de NHisNOz 6 mol L como
iniciador de combustdo. Os frascos foram
pressurizados com 20 bar de Oa.

Co0:0,009 Sr: 0,015
Cr: 0,015 V: 0,009
Cu:0,015 Zn: 0,009
Fe:0,015

*LODS para FMIC

Cu: 98 a 103%
Fe: 75 a 99%
Mg: 96 a 108%
Mn: 96 a 117%
Sr: 98%

V.-

Zn: 94 a 101%

22

ICP-OES: espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado; ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado; DRC-ICP-MS:
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado com uso de cela dindmica de reacdo; IC: cromatografia de ions; FI-CVG-ICP-MS: geracdo de vapor frio acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplada e injegdo em fluxo; PVG-ICP-MS: geracdo fotoquimica de vapor por radiagdo ultravioleta acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.

3

Pereira, J. S. F. et al., Microchemical Journal 109 (2013) 29-35.



Revisao Bibliografica

Como pode ser observado na Tabela 2 a maior parte das aplicagcbes recentes
empregando métodos de combustdo para a posterior determinacdo de metais e ndo
metais utilizam a MIC. Para a determinacdo de halogénios, a MIC é empregada
utilizando, geralmente, solu¢des alcalinas diluidas para absorcdo dos analitos. Estas
solucdes alcalinas, na maior parte das aplicacdes, sdo de NHsOH137.384954 oy de
Na2C03°%% diluidos. JA para a determinacdo de metais e outros ndo metais, a
solucdo absorvedora, na maior parte das aplicacGes, é HNO33248 diluido. A
vantagem do uso dessas solucdes absorvedoras diluidas é a compatibilidade com
as técnicas de determinacdo, evitando possiveis interferéncias, além do menor
consumo de reagentes e seguranca.

A seguir, apos a breve revisdo dos métodos de preparo de amostras com
potencial aplicacdo para decomposicdo de materiais bioldégicos e posterior
determinacdo de halogénios e metais, serdo abordadas as principais técnicas
analiticas empregadas para a determinagdo destes analitos.

2.3 TECNICAS ANALITICAS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DE
METAIS E HALOGENIOS

Dentre as técnicas analiticas empregadas para determinacao de halogénios, as

mais comuns sdo a cromatografia de ions (IC)144%6-60 g espectrometria de massa

11 Ppicoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

87 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.

38 Costa, V. C. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
49 silva, S. V. et al., Food Chemistry 190 (2016) 364-367.

5 Hartwig, C. A. et al., Analytical Methods 6 (2014) 7540-75486.
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com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),11:3537.3849.50 @ potenciometria com
eletrodo ion seletivo (ISE),3*6163 que foram as usadas neste trabalho e serdo
discutidas brevemente. Outras técnicas de determinacdo também sdo empregadas,
como a andlise por ativagdo neutrdnica (NAA),%* espectrometria de emissédo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES),* fluorescéncia de raios-X (XRF)! e
espectrometria de absorcéo molecular (MAS).8:32.65

2.3.1 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A ampla utilizacdo da ICP-MS para a determinacdo de metais e halogénios
deve-se, principalmente, aos seus baixos limites de quantificacdo, capacidade
multielementar e ampla faixa linear de trabalho.1%¢ A ICP-MS baseia-se na
separacdo de ions positivamente carregados, gerados nos plasma, em funcdo das
suas razbes m/z, por um espectrdbmetro de massa que, geralmente, € um
quadrupolo.®’

Os halogénios sdo parcialmente ionizados em plasma de argonio, devido a
suas elevadas energias de ionizagcdo, piorando os LODs para estes elementos.
Entretanto, estes ainda sdo melhores que os obtidos por outras técnicas de
determinacao, como a ICP-OES. Devido ao alto potencial de ionizacédo do F, este é
pouco ionizado em plasma de argonio, podendo ser determinado nesta condi¢cao

somente utilizando espectrometros de alta resolugéo.?
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Apesar das vantagens da determinagéo de Cl, Br e | por ICP-MS, deve-se
levar em consideracdo possiveis interferéncias que podem ocorrer nas
determinacdes.3%%8 Algumas dessas interferéncias sdo causadas pela formacéo de
espécies poliatbmicas no plasma, dentre as quais podem ser citadas:
35C|+(1801601H+, 3481H+, 23N312C+), 37C|+ (1H36Ar+), 7gBr+ (4°Ar38Ar1H+, 63CU160+,
7SSelH+) e 8iprt (40Ar40Ar 1H+) e 127+ (111Cd160+, 115|n120+, 126Te1H+)_ As
interferéncias causadas por espécies poliatdbmicas sdo mais pronunciados na
determinacao de CI. Além disso, alternativas como o uso da cela dinamica de reacao
e da cela de colisdo podem ser usadas para minimizar estas interferéncias.t7:69

Além das interferéncias espectrais, sao relatados na literatura problemas
relacionados com a utilizacdo de solucbes acidas para a determinacéo de ClI, Br e
.17 As solucbes éacidas podem favorecer a formacdo das espécies volateis dos
halogénios, alterando as propriedades fisicas e podendo causar efeitos de memodria,
por permanecerem mais tempo no sistema de introdu¢ao de amostras. Estes efeitos
podem ser facilmente contornados com o uso de solucdes alcalinas, que séo
geralmente empregadas nos métodos de preparo de amostras para a posterior
determinacdo de halogénios.}*° Ainda, solucdes com elevado teor de carbono
também podem causar interferéncias nas determina¢des, ocasionando um aumento
de sinal, principalmente para Br e |. Entretanto, pode ocorrer entupimento e
incrustacdo na interface do equipamento.t21

Cabe salientar que, a ICP-MS, além de ser utilizada para a determinacao de

halogénios, € amplamente utilizada para a determinagdo de metais e outros nao
metais16:39:42:43,51,66
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2.3.2 Potenciometria

A potenciometria utilizando eletrodos ion seletivos € baseada na capacidade
de responder a variagbes de potencial elétrico nas membranas do eletrodo, de
modo proporcional ao logaritmo da atividade de uma espécie idnica.”® Esta
seletividade depende da estrutura e constituicio das membranas dos eletrodos
empregados. Na determinacao de halogénios, a potenciometria usando ISE tem sido
amplamente empregada na determinagéo de F.3461-63

A utilizacdo de ISE para F resulta em LOQs mais altos que, por exemplo, a
cromatografia de ions com deteccdo por condutividade. Entretanto, a ISE € uma
técnica mais robusta e que apresenta menores interferéncias. Porém, o pH da
solucéo e a presenca de diferentes concentracdes de ions, como cations metalicos e
ions hidroxila, podem interferir nas determinacdes. Para contornar este problema, é
usado um tampao de ajuste da forca ibnica do meio (TISAB), constituido de NacCl,
acido acético glacial e acido ciclohexano diamino tetraacético (CDTA). Este tampéo
garante uma forca ibnica constante, por meio da adicdo do sal inerte (NaCl). Além
disso, 0 uso da solucdo TISAB também faz o ajuste do pH, uma vez que acido
acético é utilizado, formando um tampédo na presenca do NaCl. Ainda, os ions
metélicos sdo complexados pela presenca do CDTA, deixando os ions F livres em

solugéo.5371
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2.3.3 Cromatografia de ions

A IC é uma técnica de separacdo, baseada em interacbes especificas entre
os ions da solucdo e uma matriz polimérica contendo grupos funcionais de carga
oposta aquela do analito.”? Para a determinagéo de halogénios, a fase estacionaria
geralmente empregada € de grupos quaternarios de amoénio e as solu¢fes para fase
movel sdo compostas de Na2CO3 e NaHCOs. De acordo com a retengé@o dos analitos
nesta fase estacionaria, os ions sao eluidos em diferentes tempos. A detecc¢éo
geralmente é feita por detector de condutividade. Para minimizar espécies
interferentes do eluente, um supressor quimico € utilizado, convertendo o eluente
ibnico em uma espécie ndo idnica, ndo interferindo assim na deteccédo
condutométrica dos analitos.’>73

A principal vantagem da IC é a possibilidade de determinacdo simultanea de
F, Cl, Br e I. Entretanto, para a determinacdo por IC, é necesséaria decomposicdo da
amostra tdo completa quanto possivel, de modo a evitar eventuais interferéncias.>®
Alguns estudos reportados na literatura usam a IC, empregando métodos de

decomposicéo variados e para diversos tipos de materiais.26:44.55-60.74
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sdo descritos os
métodos de preparo de amostras utilizados, bem como as otimiza¢cées do método de

MIC e da determinacéo de metais e halogénios utilizando uma solugéo absorvedora

Unica para todos os analitos.
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3.1 INSTRUMENTACAO

Para os procedimentos de decomposicao por MAWD e MIC, 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. Neste sistema, a temperatura, poténcia e pressdo maximas de
trabalho foram 280 °C, 1400 W e 80 bar, respectivamente. Para o procedimento de
MIC, um suporte de quartzo foi utilizado para insercdo da amostra no interior do
frasco.

A determinacdo de metais e halogénios foi feita utilizando um espectrometro
de massa com plasma indutivamente acoplado (NexION 300X, PerkinElmer,
Canada), com tocha e tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.), equipado com nebulizador
concéntrico e camara de nebulizac&o ciclénica. As condi¢cdes operacionais utilizadas
para determinagdo de metais e halogénios por ICP-MS estdo mostradas na
Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros operacionais para a determinagdo metais e halogénios por ICP-MS.

Parametro ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia, W 1300
Vazéao de argdnio principal, L min* 18

Vazéao de argdnio auxiliar, L min 1,2

Vazéao de argdnio do nebulizador, L min? 0,95
Cémera de nebulizacdo Ciclénica
Nebulizador Concéntrico
Cone de amostragem e skimmer Pt

Analito Is6topo (M/z)
Ag 109

Br 79

Cd 112

Cl 35

Co 59

I 127

Pb 208

Sr 86
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A determinagao de Ca, K, Mg e Na foi feita utilizando-se um espectrometro de
absorcdo atomica (Vario 6, Analytik Jena, Alemanha), equipado com queimador
convencional para chama ar-acetileno. Lampadas de catodo oco foram usadas como
fonte de radiacdo e uma lampada de deutério foi usada para correcao de fundo. Os
comprimentos de onda selecionados para Ca, K, Mg e Na foram 422,7, 769,9, 285,2
e 589,0 nm, respectivamente.

A determinacéo de fluoreto foi feita em um potencidmetro digital (781 pH/lon
Meter, Metrohm, Suica) equipado com eletrodo ion seletivo para fluoreto
(6.0502.150, Metrohm, Suica) e com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (6.0726.100,
Metrohm, Suica).

A determinacéo de F, Cl e Br também foi feita utilizando um cromatégrafo de
ions (850 Professional IC, Metrohm, Suica) equipado com detector de condutividade,
supressora quimica e amostrador automatico. A coluna de troca i6nica utilizada foi
de grupos de aménio quaternario suportados em poli(alcool vinilico) com 250 x 4 mm
de d. i. e 5 um de didmetro de particula (Metrosep A Supp 5, Metrohm), com vazéao
maxima de 0,8 mL min e faixa de pH de trabalho de 3 a 12. Uma pré-coluna com
5 x 4 mm de diametro (Metrosep A Supp 4/5 Guard, Metrohm, Suica) do mesmo
material de preenchimento da coluna de troca ibnica, também foi utilizada. A vazao
da bomba foi ajustada para 0,7 L min! e a alca de amostragem utilizada foi de
100 pL.

Um espectrometro de emissdo oOptica com plasma indutivamente acoplado
(Optima 4300 DV, Perkin Elmer, EUA) foi utilizado para determinagdo de carbono
nos digeridos. O espectrémetro € equipado com nebulizador concéntrico e camera
de nebulizacdo ciclénica. A poténcia do gerador de radiofrequéncia foi de 1400 W,
com vazdes de argdnio principal, auxiliar, e de nebulizacédo de 15, 0,2 e 0,7 L min™,
respectivamente. Para a determinacao de C, foi utilizado itrio (1 mg L') como padrédo
interno e os digeridos foram previamente submetidas a um fluxo de argdnio

(0,1 L min"t por 2 min) para remocéo de gases dissolvidos.>!

51 Mello, P. A. et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 105 (2015) 95-102.
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Os procedimentos de pesagem foram todos efetuados em balanca analitica
(AY220, Shimadzu, Brasil) com resolucédo de 0,0001 g e carga méaxima de 220 g.
Uma estufa convencional com circulacdo de ar (400/5 ND, Nova Etica, Brasil) foi
usada na secagem dos reagentes sélidos, das amostras e para o procedimento de
determinacdo de umidade. Um liofilizador (LH 2000/3, Terroni Fauvel, Brasil) foi
usado na secagem da amostra apds o procedimento de adigcdo de analitos. Para o
preparo dos comprimidos, foi usada uma prensa de ago (Manual Hydraulic Press
15 Ton, Specac, Inglaterra), operando em 3 ton minl. Um banho de ultrassom
(P 120 H, Elmasonic, Alemanha) com poténcia de 300 W e frequéncia de 37 KHz foi
utilizado na descontaminacdo dos papéis filtro utilizados na MIC, bem como uma
capela de fluxo laminar (CFLH 12, Veco do Brasil, Brasil) foi usada na secagem
destes. Uma chapa de aquecimento com agitacao (Velp Scientifica, Italia) foi usada
no procedimento de descontaminacdo dos materiais com agua purificada e para
homogeneizagéo da amostra na etapa de adicao de analito.

Os resultados foram avaliados empregando teste estatistico para comparacao
de médias (teste t-Student, com nivel de confianca de 95%), utilizando o software
GraphPad InStat, versao 3.0, 1997 (GraphPad InStat Software, EUA).

3.2 REAGENTES

A &gua utilizada neste trabalho foi previamente destilada e desionizada, em
uma coluna de troca idnica e, posteriormente, purificada em um sistema Milli-Q®
(Milli-Q® Ultrapure Water Purification Systems, Gradient System, Millipore, EUA)
apresentando resistividade final de 18,2 MQ cm. O acido nitrico concentrado p.a
(65% 1,4 kg L2, Merck, Alemanha) foi bidestilado abaixo do seu ponto de ebulicdo
em um sistema de destilacdo de quartzo (duoPUR®, Subboiling Distillation System,
Milestone, Italia).

As solucdes estoque usadas na calibracédo em ICP-MS e IC para F, Cl, Bre |
(1000 mg L), foram preparadas a partir da dissociacdo de sais de NaF, NaCl, KBr e
KI (Merck) em agua. As solucdes de calibragdo usadas nas determinagdes de ClI, Br
e | por ICP-MS foram preparadas a partir da diluicdo da solugéo estoque em solugao
de NH4OH 10 mmol L. As solugbes contendo todos os halogénios para calibragéo
do cromatografo de ions e a solugcdo contendo F para calibracdo do ISE foram
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preparadas a partir da diluicdo das solucdes estoque em &gua. Para o preparo das
solugdes de calibracdo para a determinacdo de metais por ICP-MS foi usada uma
solucdo de referéncia multielementar de 10 mg L' (SCP33MS, SCP Science,
Canadd), diluida em HNOz 0,7 mol L. As solucdes de calibracdo em F AAS foram
preparadas em HNOz 0,7 mol L' a partir de solugdes monoelementares de
1000 mg L (Merck) de Ca, K, Mg e Na. As solucdes de calibracdo em ISE foram
preparadas em agua e diferentes concentracdes de HNOs, sendo neutralizadas com
NaOH (Merck). A solucdo estoque de carbono foi preparada pela dissolucdo de
acido citrico (Vetec) em agua. As solucbes de calibracdo foram feitas a partir da
diluicdo da solugao estoque em HNO3z 0,7 mol L.

Para adicdo de F e metais na amostra, foi usada uma solucdo multielementar
de 1000 mg L* (Merck IV, Alemanha) e também uma solucdo de F contendo
10000 mg L, preparada a partir de NaF (Merck).

A fase movel utilizada para a cromatografia foi preparada a partir da
dissolucdo de Na2CO3 (Merck) e NaHCOs (Merck) em &gua, tendo como
concentracdo final 3,2 mmol L de Na2COs e 1 mmol L* de NaHCOsa.

Na determinagdo de F por ISE foi utilizada uma solugdo tampdao (TISAB).”* A
solucéo foi preparada com acido acético glacial (Merck), &cido ciclohexano diamino
tetraacético (CDTA) (Merck) e NaCl (Merck). Ap6és a dissolucdo completa dos
reagentes, a solucao teve seu pH ajustado a 5,5 com NaOH (Merck).

Como iniciador de combustéo para MIC, foi utilizada uma solugdo (6 mol L?)
de nitrato de amoénio p.a. (Merck), preparada a partir da dissolucao do respectivo sal
em agua purificada. Discos de papel filtro com baixo teor de cinzas (Black Ribbon
Ashless n° 5891, Schleicher & Schill, Alemanha) foram usados para auxiliar no
processo de combustéao.

Uma solucdo de amonia (28-30%, 0,90 kg L, Merck, Alemanha) foi usada
para o ajuste de pH das solu¢cbes para as determinacfes por ICP-MS e também no
preparo das solucdes absorvedoras alcalinas usadas na MIC. As solugbes
absorvedoras &cidas foram preparadas a partir da diluicdo de HNO3 bidestilado em

agua.

"> Frant, M. et al., Analytical Chemistry 40 (1968) 1169-1171.
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O gas utilizado para ICP-MS e ICP-OES e purga de amostras para
determinacdo de C por ICP-OES foi argbnio, com pureza de 99,998% (White
Martins, Brasil). Oxigénio de pureza minima 99,6% (White Martins, Brasil) foi usado
na pressurizacdo dos frascos no procedimento de MIC. Acetileno (White Martins,
Brasil) de pureza minima de 99,8% foi utilizado para compor a chama na
determinacao de metais por F AAS.

3.3 AMOSTRAS E MATERIAIS DE REFERENCIA

As amostras de leite em po integral, figado bovino e de crustaceos (camaréo,
Penaeus subtilis, e corrupto, Callichirus major) foram adquiridas em comércio local
(Santa Maria, RS, Brasil). A amostra de leite em p6 foi a utilizada para a otimizacéo
do método proposto. De acordo com o fabricante, o teor de gordura é de 3,5% em
leite em poé integral. As amostras foram secas em estufa a 60 °C, por 120 min,
previamente ao uso.

Devido a baixa concentracdo de F na amostra de leite em po integral utilizada
para otimizacdo do método, foi feita a adicdo de analito em concentracdo adequada
para determinacgdo por IC e ISE (100 pg g*). Além disso, foi feita a adicdo de uma
solucdo multielementar contendo Ag, Cd, Co, Pb e Sr, para a otimizacdo do método
de preparo de amostra proposto. Para este procedimento, foram pesados
aproximadamente 250 g de leite em po6 integral, que foram colocados em um béquer,
juntamente com 400 mL de agua. Apéds, foram adicionados 2500 pL de uma solugéo
padrdo de F (10000 mg L) e 125 pL de solugdo multielementar (1000 mg L1),
equivalendo a 100 pg g* de F e 0,5 ug g* de Ag, Cd, Co, Pb e Sr. A solucéo foi
mantida sob agitacdo por 4 horas a aproximadamente 50 °C, inicialmente para
homogeneizacdo da amostra e, também, para evaporacao da agua. Posteriormente,
as amostras foram liofilizadas e moidas em gral de agata.

Para avaliacdo da exatiddo dos métodos de preparo de amostras empregados
neste trabalho, utlizou-se o material de referéncia de leite em po integral
(RM NIST 8435, whole milk powder, National Institute of Standards & Technology,
EUA) e material de referéncia certificado de tecido de ostra (SRM NIST 1566a,

oyster tissue, National Institute of Standards & Technology, EUA). Assim como as
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amostras, os materiais de referéncia foram secos em estufa a 60 °C por 2 h

previamente ao uso.

3.4 PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

As vidrarias e materiais comuns de laboratorio foram primeiramente lavados
com agua e posteriormente descontaminados por imersdo em HNO3s 10% (v/v) por,
pelo menos, 24 h. Apés este tempo, os materiais foram novamente lavados com
agua purificada.

Os frascos de quartzo, utilizados nos procedimentos de decomposicdo em
forno micro-ondas foram descontaminados com HNO3s 14,4 mol L1, O programa de
irradiacao utilizado foi constituido de uma etapa de 10 min de irradiacdo, a 1400 W
de poténcia seguidos de 20 min a 0 W de poténcia para o arrefecimento dos frascos.

A descontaminacdo dos papéis filtro utilizados nos suportes de quartzo no
procedimento da MIC foi feita utilizando-se solucéo de acido nitrico 20% (v/v), etanol
p.a. (Vetec) e agua purificada. Os papéis foram imersos primeiramente em solucéo
de HNO3s e submetidos a um tratamento em banho de ultrassom por 20 min. Apés, 0
material foi imerso em etanol e posteriormente em agua e submetidos a0 mesmo
procedimento em banho de ultrassom. Em seguida, o material foi lavado e seco em

capela de fluxo laminar.

3.5 PROCEDIMENTOS DE DECOMPOSICAO
3.5.1 Decomposicao por via Umida assistida por micro-ondas

Para o procedimento de MAWD, 500 mg de amostra foram pesados e
transferidos para os frascos de quartzo. ApGs foram adicionados 6 mL de HNOs
14,4 mol L. Os frascos foram fechados, fixados no rotor e transferidos para a
cavidade do forno de micro-ondas. O programa de irradiagdo utilizado foi constituido
de uma etapa de 10 min de irradiagcdo a 1400W, com 5 min de rampa seguidos de

20 min a 0 W para arrefecimento dos frascos.5?

52 Anton Paar GmbH, Multiwave 3000®, Microwave Sample Preparation System, Software Version v1.27-Synt, Graz,
Austria, (2003).
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ApOs a etapa de resfriamento, os frascos foram despressurizados, a solugdo
resultante foi transferida para frascos de polipropileno e o volume foi completado a

25 mL, com agua ultrapura.

3.5.2 Decomposigéo por combustéo iniciada por micro-ondas

As amostras, na forma de comprimidos (500 a 800 mg), foram colocadas em
um papel filtro, de aproximadamente 15 mm de diametro, na base do suporte de
quartzo. Este papel filtro foi umedecido pela adicdo 50 pL de uma solucdo de
NH4NOz 6 mol L diretamente sobre ele. O suporte foi inserido, com auxilio de uma
haste, no frasco de quartzo, no qual foram previamente adicionados 6 mL de
solucdo absorvedora (H20 e HNO3 0,5 a 14,4 mol L).

Ap6s o fechamento dos frascos, estes foram fixados no rotor e, entéo,
pressurizados com oxigénio (20 bar). A capa protetora foi colocada no rotor e este
foi posicionado na cavidade do forno de micro-ondas. O programa de irradiacdo do
forno de micro-ondas para a MIC estad mostrado na Tabela 4.2 Cabe salientar que
foram avaliados tempos maiores (10 e 15 min) de irradiacdo em poténcia de
1400 W.

Tabela 4. Programa de irradiacdo utilizado para a decomposicdo das amostras por

combustao iniciada por micro-ondas.

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo, min Exaustéo
1 1400 - 5 1
2 0 20 2

Taxa de aumento de pressao: 3 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressdo maxima: 80 bar

ApOs a etapa de resfriamento, os frascos foram lentamente despressurizados,
a solucdo resultante foi transferida para frascos de polipropileno e o volume foi

completado a 25 mL.

2 Mesko, M. F. et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.
46 Flores, E. M. M. et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.
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3.5.2.1 Otimizacédo do método de MIC para absorcdo de metais e ndo metais
em uma solucéo absorvedora Unica

A fim de encontrar uma solugcéo absorvedora Unica para retencao de metais e
nao metais (incluindo os halogénios), os seguintes parametros foram avaliados na
MIC: massa de amostra, tipo e concentragdo da solucéo absorvedora e tempo de
refluxo. Os procedimentos estéo detalhados nos itens seguintes.

Cabe salientar que, para metais, a concordancia dos resultados obtidos nas
otimizacdes foi calculada a partir dos resultados provenientes da decomposi¢céo por
via Umida assistida por micro-ondas (MAWD) de 500 mg da amostra de leite em po
integral usando HNOz 14,4 mol Lt. A combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) de
500 mg da amostra de leite em pd integral usando NH4OH 25 mmol L' como
solucdo absorvedora foi usada como meétodo de referéncia para os valores de
halogénios.

3.5.2.1.1 Avaliacdo da massa de amostra

A massa maxima de amostra da amostra de leite em p6 integral que pode ser
utilizada, sem riscos de pressdo excessiva e que resultasse em completa
decomposicdo da amostra foi avaliada. Para isso, foi utilizada uma presséo inicial de
20 bar de oxigénio e massas de amostra de 500 a 800 mg foram avaliadas. Cabe
salientar que para os testes de otimizacdo do método proposto foram utilizados

apenas 300 mg de amostra.

3.5.2.1.2 Avaliacao da solucéo absorvedora

Uma solucdo absorvedora Unica, adequada para a posterior determinagéo de
metais e halogénios foi avaliada. Para isso, solu¢cées de HNOs nas concentracdes de
05,1, 3,5, 7,10 e 14,4 mol L'! e H20 foram utilizadas. Os valores obtidos para os

digeridos foram comparados quanto aos valores obtidos como referéncia.
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3.5.2.1.3 Avaliag&o do tempo de refluxo

O tempo de refluxo foi avaliado a fim de obter melhor recuperacédo tanto de
metais quanto de halogénios, como também menores RSDs.*¢ As recuperacées
foram calculadas a partir dos resultados obtidos por MAWD para metais e por MIC
usando NHsOH 25 mmol L' como solucdo absorvedora para halogénios. Foram

avaliados tempos de 5, 10 e 15 min de irradiacao.

3.6 DETERMINACAO DE ClI, Br, | e METAIS POR ICP-MS

A determinacdo de CI, Br e | por ICP-MS foi feita utilizando-se curvas de
calibracdo preparadas em solucdo de NH4OH 10 mmol L. As amostras foram
diluidas e ajustadas para pH 10, utilizando-se solu¢do de aménia 3,7 mol L. Esse
ajuste foi necessario para que as amostras e os padrdes utilizados para a calibracéo
do equipamento estivessem em mesmo pH.

A determinacao de metais foi feita utilizando-se curva de calibragdo preparada
em solucdo de HNOs 0,7 mol L. As amostras foram diluidas e ajustadas para a

mesma concentracdo acida utilizada para a calibracdo do equipamento.

3.7 DETERMINACAO DE F POR ISE

A determinacdo de F nas solucBes absorvedoras alcalinas ou agua foi feita
utilizando-se uma curva de calibracdo preparada em H20. As amostras foram
adicionadas de TISAB e a determinacéo foi feita por ISE. J& as amostras em solucdo
absorvedora acida, foram determinadas em curvas preparadas em solucdes acidas
de concentragcfes equivalentes as utilizadas nas diferentes solu¢des absorvedoras.
As solucdes para as curvas de calibracdo acidas tiveram o pH ajustado para valores
proximos ao do TISAB (5,5) com adi¢cdo de NaOH previamente & adicdo de padréo e
TISAB. As amostras tiveram seu pH ajustado préximo a 5,5, com NaOH,
previamente a adicdo de TISAB e determinacao por ISE.

46 Flores, E. M. M. et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.
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Na Figura 1 é mostrado um resumo dos métodos de preparo de amostras
empregados para a decomposi¢cao da amostra de leite em poé integral, bem como os

parametros avaliados no método proposto.
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Metodos de Preparo de Amostras

Referéncia \ Proposto
METAIS HALOGENIOS METAIS E HALOGENIOS
Decomposi¢ado por MAWD Decomposic¢ao por MIC Decomposicao por MIC
Massa de amostra Massa de amostra Massa de amostra
- 500 mg - 500 mg - 500, 600, 700 e 800 mg
| [ |
Solucao de decomposicao Solucao absorvedora Solucgédo Absorvedora
- H20
- -1 _ -1
HNO3 14,4 mol L NH4OH 25 mmol L "HNO3 05, 1.3,5 10 e 14,4 mol L

| l

Tempo de Refluxo Tempo de refluxo
-5 min -5,10 e 15 min

Avaliacdo da estabilidade de F, Cl, Br e |

Determinacgéo de F por ISE; CI, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e Na por F AAS

Figura 1. Resumo dos métodos de preparo de amostras empregados e dos parametros avaliados neste trabalho.



4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados o0s resultados obtidos apés a
decomposicdo das amostras por MIC utilizando H2O e HNOz como solugdes
absorvedoras para a determinagdo de metais e halogénios por ISE, ICP-MS e
F AAS. Inicialmente estdo apresentados os resultados da otimiza¢do dos parametros
relacionados a determinacdo de halogénios em meio &cido. Em seguida, sao
apresentados e discutidos os resultados obtidos para as avaliacbes do método
proposto por MIC.
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4.1 PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

Para evitar possiveis contaminagfes tanto para metais quanto para
halogénios, os materiais utilizados neste trabalho foram descontaminados conforme
os procedimentos descritos em Materiais e Métodos (item 3.4 Procedimentos de
descontaminac&o).

Os papéis filtro utilizados para MIC foram descontaminados duas vezes,
primeiramente com HNOs 20% (v/v), que é o procedimento convencionalmente
adotado para a posterior determinacdo de metais e, posteriormente, com etanol e
agua que é o procedimento de descontaminacdo convencionalmente usado para a
posterior determinacdo de halogénios.”> Para verificar a eficiéncia desta
descontaminacédo, os papéis foram submetidos a decomposicdo por MIC utilizando
adgua como solucéo absorvedora (Materiais e Métodos, item 3.5.2 Decomposi¢ao por
combustdo iniciada por micro-ondas) e posterior determinacdo de metais e nao
metais. Os valores encontrados para todos os halogénios, bem como para todos 0s
metais, ficaram abaixo dos limites de quantificacédo (< 2,7 pug g?) para as técnicas
empregadas neste trabalho. Assim, este foi o procedimento adotado para a
descontaminacao dos papéis filtro usados na MIC.

Foi avaliada também a necessidade de uma etapa de descontaminacédo dos
frascos e suportes utilizados na MIC com agua apés a descontaminacao com acido
para a determinacdo de halogénios. Para isso, ap6s a decomposi¢cdo por MIC de
500 mg de leite em po6 integral, os frascos foram descontaminados com
HNOz 14,4 mol L' (Materiais e Métodos, item 3.4 Procedimentos de
descontaminacéo) e foi feita a combustédo de papel filtro descontaminado, conforme
citado anteriormente, utilizando agua como solucdo absorvedora. Foi feita, também,
apo0s a decomposicdo por MIC de leite em po6 integral, a descontaminacdo dos
frascos com acido, seguida de uma etapa de descontaminacdo com agua (Materiais
e Métodos, item 3.4 Procedimentos de descontaminacdo). Apéds estes
procedimentos, foi feita a decomposic¢éo do papel filtro por MIC utilizando agua como
solucdo absorvedora a fim de avaliar a eficiéncia da descontaminagdo com &agua

para a posterior determinacdo de halogénios. A determinacdo de CI, Br e | foi feita

75 Crizel, M. G. et al., Analytical Methods 7 (2015) 4315-4320.
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por ICP-MS, e os valores encontrados para as duas solugfes avaliadas ficaram
abaixo dos limites de quantificacdo para os trés elementos.

A determinacdo dos halogénios foi feita também por IC, e os valores
encontrados foram menores que 15,8, 123, 10,5 e 10 ug L* para solucdo apoés
descontaminagdo com HNOs e 15,8, 40, 10,5 e 10 pg L' para solucdo apés
descontaminacdo com H20, para F, Cl, Br e |, respectivamente. Como pode ser
observado, a descontaminacdo com agua melhora os brancos para Cl, ndo tendo
diferenca para F, Br e I. Porém, mesmo que o valor para Cl encontrado apés a
descontaminacdo apenas com HNOs seja 3 vezes maior do que quando é feita a
etapa de descontaminagdo com agua, estes valores representam menos de 1% da
concentracdo de Cl em solucdo para a amostra. Assim, a etapa de descontaminacao
com agua ap6s a descontaminacdo com acido nao foi efetuada nos testes

subsequentes do presente trabalho.

4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE METAIS E HALOGENIOS EM
LEITE EM PO INTEGRAL PARA ENSAIOS DE OTIMIZACAO

Primeiramente, foi avaliada a concentracdo de halogénios e metais na
amostra de leite em po integral utilizada neste trabalho. Para a determinacdo de
halogénios, foi escolhido como método de preparo de amostra a MIC empregando
solucdo absorvedora alcalina, tendo em vista sua ampla utlizacdo para a
decomposicdo de materiais bioldgicos para a posterior determinacdo de
halogénios.®11:37.4950 pPara a determinacdo de metais foi escolhida a MAWD como
método de preparo de amostra, de modo a garantir a completa decomposicao da
amostra sem perdas de analito.527® Cabe salientar que os valores obtidos com estes
meétodos serdo usados como referéncia para a otimizacdo do método proposto neste

trabalho.

4% Flores, E. M. M., Microwave-assisted sample preparation for trace element determination, Elsevier, Amsterdam,

2014, p. 400.

Picoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
37 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.

49 Silva, S. V. et al., Food Chemistry 190 (2016) 364-367.

50 Mesko, M. F. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 398 (2010) 1125-1131.

52 Anton Paar GmbH, Multiwave 3000®, Microwave Sample Preparation System, Software Version v1.27-Synt, Graz,
Austria, (2003).

76 Bizzi, C. A. etal., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 66 (2011) 394-398.

11
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4.21 Combustéo iniciada por micro-ondas para a posterior determinacéo
de F, Cl, Brel

Para a MIC como método de referéncia, 500 mg de leite em po integral foram
decompostos utilizando NH4OH 25 mmol L' como solucdo absorvedora. As
condicbes utilizadas para este procedimento estdo descritas em Materiais e Métodos
(item 3.5.2 Decomposicdo das amostras por combustdo iniciada por micro-ondas).
Os resultados encontrados neste método foram utilizados como referéncia para
F, Cl, Br e | na otimizacdo das demais condi¢cdes avaliadas por MIC. Cabe salientar
que, a exatiddo empregando a MIC foi avaliada, também, para determinacéo de F,
Cl, Br e | pela decomposicéo de materiais de referéncia de leite em po6 integral (NIST
8435) e de tecido de ostra (NIST 1566a). Os resultados obtidos para F por ISE e
Cl, Br e | por ICP-MS apés decomposicéo por MIC da amostra de leite em pé integral

e dos materiais de referéncia estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados para F (ISE), Cl, Br e | (ICP-MS) apés decomposi¢éo por MIC (5 min
de refluxo, NH4OH 25 mmol L'* como solugdo absorvedora) de leite em pé integral

e dos materiais de referéncia. Valores em pg g*, média + desvio padrdo, n=3.

NIST 8435 NIST 1566a

Analito Leite em po6

integral Valor de Valor Valor Valor

referéncia encontrado certificado encontrado

F <12,7 0,172 <12,7 2402 241 +9
clP 0,835 + 0,022 0,842 + 0,044 0,870+ 0,029 0,829+ 0,014 0,808 + 0,004
Br 8,34+ 0,19 20+ 10 20,8+0,4 - 62,0+45
| 3,13+0,15 2,30+£0,40 2,28 +0,19 4,46 £ 0,42 5,00 £ 0,21

aValor informado
®Valores em porcentagem (%)

Como pode ser observado na Tabela 5, os resultados obtidos para o
NIST 8435 e NIST 1566a nao apresentam diferenca significativa (teste t-Student)
com os valores de referéncia. Assim, os resultados obtidos para halogénios em leite
em poé integral apés a decomposicdo por MIC com NHsOH 25 mmol L' como

solucéo absorvedora foram usados como referéncia neste trabalho.
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Os valores encontrados para F na amostra de leite em po integral apos a
decomposicdo por MIC ficaram abaixo do LOQ por ISE. Em virtude disso, foi feita
adicdo de analito na amostra de leite em pd integral, para que F pudesse ser
quantificado por ISE. O procedimento adotado para a adicdo deste analito esta
descrito em Materiais e Métodos (item 3.3 Amostras e materiais de referéncia).
Assim, o valor usado como referéncia para F foi o obtido ap6s a decomposi¢édo da
amostra de leite em po6 integral com adicdo de analito. O valor encontrado para F,
apos a adicdo de analito esta mostrado a seguir, em Apresentacdo e Discussdo dos
Resultados (item 4.3 Adicao de F e metais na amostra de leite po).

A determinacdo de halogénios foi feita, também, por IC, e os valores
encontrados para Cl por IC e ICP-MS nado apresentaram diferenca significativa
(teste t-Student). Para |, os resultados encontrados por IC ficaram abaixo limite de
quantificacdo (12 ug gt).

A determinacdo de Br por IC ndo foi possivel devido as interferéncias,
mesmo utilizando as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante. Além disso, os
resultados néo foram reprodutiveis, sendo que, em alguns casos, 0 sinal
cromatografico saiu dividido, ndo sendo possivel a integracdo do mesmo. Na
Figura 2 é representado o cromatograma obtido para a determinacdo de Br na
amostra de leite em po integral utilizada para as otimizacdes neste trabalho.
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Figura 2. Cromatograma obtido apdés a decomposicdo por MIC (500 mg de material de
referéncia NIST 8435, 5 min de refluxo, NHsOH 25 mmol L* como solucédo
absorvedora) da amostra de leite em po6 integral, onde 1: CI, 2: Br, 3: NO3; 4:
PO.* e 5: SO42.

Como pode ser observado na Figura 2, para a amostra de leite em po6 integral,
o sinal cromatogréafico para Br saiu dividido, diferentemente do que acontece com a
solucdo de referéncia. A integracdo da area de qualquer um dos sinais
cromatograficos (sinal com ou sem divisdo) ndo reproduz o valor obtido para Br por
ICP-MS. A concordancia entre os valores para Br obtidos por IC e ICP-MS ficou
menor que 50%. O mesmo comportamento pode ser observado para os digeridos
por MIC, nas mesmas condi¢cdes, do material de referéncia de leite em poé integral

(NIST 8435), mostrado nos cromatogramas da Figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas obtido ap6s a decomposic¢do por MIC (300 mg de amostra, 5 min
de refluxo, NH,OH 25 mmol L como solugéo absorvedora) do RM de leite em pé
integral NIST 8435 em que A: Replicata 1 e B: Replicata 2. Identificagdo dos sinais
cromatograficos: 1: CI, 2: Br, 3: NOgs, 4: POs* e 5: SO4?.

A Figura 3 mostra os dois cromatogramas obtidos para as replicatas da
decomposicao do NIST 8435, indicando que ndo hé& reprodutibilidade nos resultados,
bem como a presenca de sinais cromatograficos divididos. Além disso, para o
cromatograma em que o perfil do sinal saiu com o perfil sem divisdo, os valores

apresentam concordancia de aproximadamente 40% com aqueles obtidos por
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ICP-MS. Adicionalmente, foi feito um ensaio de recuperacéo, no qual foi adicionado
30 ug L? de Br, no digerido obtido (diluido duas vezes) apés a decomposicéo do
material de referéncia NIST 8435 por MIC. Os valores encontrados indicaram uma
recuperacdo de Br de 98,7% em relacdo ao valor obtido para Br por IC nos
digeridos. Possivelmente, devido a alta concentracdo de CI- e NOs nos digeridos, o
sinal cromatogréafico para o Br foi suprimido, gerando resultados menores do que 0s
obtidos por ICP-MS.

4.2.2 Decomposicao por via umida assistida por micro-ondas para a

posterior determinacado de metais

No procedimento de MAWD, 500 mg de amostra de leite em p6 integral foram
decompostos utilizando HNOs concentrado. O procedimento utilizado esta descrito
em Materiais e Métodos (item 3.5.1 Decomposi¢cdo por via Umida assistida por
micro-ondas). Cabe salientar que, os valores encontrados para os metais utilizando
este método foram usados como referéncia na otimizacdo das demais condi¢cdes
avaliadas no trabalho. A exatiddo empregando MAWD para a posterior determinacao
de metais foi avaliada, também, pela decomposicdo de materiais de referéncia de
leite em po integral (NIST 8435) e tecido de ostra (NIST 1566a). Os resultados
obtidos para metais por ICP-MS ap6s decomposicdo por MAWD na amostra de leite
em po integral e nos materiais de referéncia estdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6.

Resultados para Ag, Cd, Co, Pb, e Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e Na por

F AAS ap6s decomposicdo por MAWD (500 mg, 6 mL de HNO3 14,4 mol L) de
leite em pd integral e dos materiais de referéncia. Valores em ug g3,

média + desvio padrao, n=3.

NIST 8435 NIST 1566a
Analito Le_ite em po
integral Valor de Valor Valor Valor

referéncia encontrado certificado encontrado
Ag < 0,020 - < 0,020 1,68+ 0,15 1,70+ 0,08
Cd < 0,0004 0,0002?2 < 0,0004 4,15+ 0,38 3,82+0,14
Co <0,010 0,003? <0,010 0,57 +£0,11 0,476 £ 0,018
Pb < 0,010 0,11 + 0,05 0,073 + 0,005 0,371+ 0,014 0,342 £ 0,023
Sr 4,65+ 0,13 4,35 + 0,50 4,16 + 0,15 11,1+1,0 10,2+0,4
ca® 1,55+0,04 0,922 + 0,049 1,11 £ 0,15 0,196 + 0,019 0,197 + 0,012
KP 1,18 £+ 0,04 1,363 £ 0,047 1,41+0,01 0,790 = 0,047 0,732 £ 0,036
MgP 0,089 + 0,001 0,0814 + 0,0076 0,080 % 0,005 0,118 + 0,017 0,110 = 0,009
Na® 0,365+ 0,002 0,356 + 0,040 0,359 + 0,010 0,417 £ 0,013 0,395 + 0,015

aValor informado.

b Resultados em porcentagem.

Os resultados para metais nos materiais de referéncia NIST 8435 e

NIST 1566a nao apresentam diferenca significativa (teste t-Student) em relagéo aos
valores encontrados na decomposi¢cao por MAWD. Assim, os valores encontrados
para metais utilizando a MAWD como método de preparo de amostra puderam ser
usados como referéncia nas condi¢cdes otimizadas neste trabalho.

Para a amostra de leite em poé integral, os valores para alguns metais, como
Ag, Co, Cd, e Pb, estdo abaixo do limite de quantificacdo por ICP-MS. Para estes
casos, foi feita a adicdo de solucdo de referéncia empregando solugéao
multielementar em uma faixa de concentracdo que o0s analitos pudessem ser
determinados por ICP-MS (Materiais e Métodos, item 3.3 Amostras e materiais de

referéncia).
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4.3 ADICAO DE F e METAIS EM LEITE EM PO INTEGRAL

De acordo com os resultados mostrados nas Tabela 5 e 6, as amostras de
leite em po possuem concentracdo de F abaixo do limite de quantificacdo obtido por
ISE e baixas concentracfes para a maior parte dos metais estudados. A fim de obter
concentragdes adequadas para o desenvolvimento do trabalho, foi feita a adigéo de
F e metais na amostra de leite em p6 integral. Para isso, foi adicionada a amostra,
solubilizada em agua, uma solucdo de F e metais, para que, apos a decomposicao
por MIC, os digeridos apresentassem concentracao que pudessem ser determinadas
por ISE (F) e ICP-MS. O procedimento utilizado para o enriquecimento da amostra
esta descrito em Materiais e Métodos (item 3.3 Amostras e materiais de referéncia).
A amostra enriqguecida com F e metais foi decomposta por MIC, usando
NH4OH 25 mmol L* para determinacdo de F por ISE, e por MAWD, usando
HNOsz 14,4 mol L para a posterior determinacdo de metais. Os procedimentos
utilizados para a MIC e para MAWD estdo descritos nos Materiais e Métodos (item
3.5.2 Decomposi¢do por combustdo iniciada por micro-ondas e item
3.5.2. Decomposicdo por via Umida assistida por micro-ondas). Os resultados
obtidos para F e metais na amostra de leite em pé integral enriquecida pode ser
observada na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados para F por ISE apds decomposicdo por MIC (500 mg de amostra, 5
min de refluxo, NH;,OH 25 mmol L como solugdo absorvedora) e metais por
ICP-MS ap6s decomposi¢cdo por MAWD (500 mg de amostra, 6 mL de HNOs
14,4 mol L) de leite em po6 integral enriquecida com F e metais. Valores em

ug g, média + desvio padréo, n=3.

Amostra de leite em

Analito pé enriquecid_a comF

e metais

F 101 +4

Ag 0,427 £ 0,011

Cd 0,451 + 0,024

Co 0,441 + 0,018

Pb 0,444 + 0,018

Sr 5,21 + 0,20

Conforme pode ser observado na Tabela 7, a adicdo de analito possibilitou a
determinacdo de F por ISE e metais por ICP-MS. Além disso, pode ser observado
gue a adicdo desses elementos ocorreu de forma homogénea na amostra, devido
aos baixos valores de RSDs encontrados na determinacdo de F e metais. Assim, a
amostra enriquecida foi utilizada em todos os experimentos de otimizagcao feitos

neste trabalho, e estes valores foram usados como referéncia.

4.4 DETERMINACAO DE F POR ISE

A determinacdo de F por ISE € convencionalmente feita usando curva de
calibracdo em H20. Além disso, é adicionado TISAB a fim de ajustar as condi¢des
do meio, como forca idnica e pH, para que amostras e padroes tenham o mesmo
comportamento. Geralmente, as amostras estdo em H20 ou solugéo alcalina diluida.
Entretanto, quando s&o utilizadas solu¢cées de HNOs, pode haver a alteragédo da
forca idnica do meio, dificultando a agdo do tampéo TISAB, além do pH ser muito
baixo, podendo prejudicar o tamponamento das solucdes.

Assim, para a determinacao de F por ISE, foi feita a avaliagdo da influéncia da

presenca de acido nas curvas de calibracdo. Para isso, foram feitas curvas de
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calibracdo em diferentes concentragdes, equivalendo as solu¢des absorvedoras de
HNOsz 1, 5, 10 mol L't e H20. As curvas de calibracdo obtidas estdo mostradas na
Figura 4.

A:y =-55,85x + 26,95
R2 =0,9988

B:y =-58,64x + 31,33
R2=0,9990

C.y=-58,43x + 36,96
R2 =0,9995

D:y=-57,06x + 36,52
R2=0,9995

Potencial, mV

a)
U

-30 -
Log da concentracao, mg L*

Figura 4. Curvas de calibragéo para F por ISE em solucdo acida equivalente as solugdes
absorvedoras de ® A: H,O, ® B: HNOs 1 mol L', A C: HNOs; 5 mol L' e
® D: HNO3 10 mol L.

Como pode ser visto na Figura 4, ha diferenca entre as equacdes de reta da
curva feita em solucdo aquosa para as curvas em solucdo acida. Isto deve-se ao
fato de que, quando as curvas de calibracdo sdo preparadas em meio acido, a
concentracdo de ions em solucdo é maior do que quando comparada com a
calibracdo feita em H20, alterando a atividade dos ions, e consequentemente a
diferenca de potencial causada por estes na solu¢cdo. Porém, pode se observar que
ndo ha diferenca entre as curvas feitas em solucdo equivalente as solucdes
absorvedoras de HNO3 5 e 10 mol LX. Neste caso, a diferenca de concentracdo de
ions em solucéo € apenas 2 vezes maior, diferentemente do que quando comparada
com a curva de calibracdo com solucdo equivalente a HNOz 1 mol L%, que a
concentragédo é 5 vezes maior. Os valores obtidos para os digeridos empregando

curvas de calibragdo de concentracdo equivalente a HNOs 5 mol L?! e
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HNOz 10 mol L, ndo apresentaram diferenca significativa (teste t-Student). Os
valores dos digeridos em solucdo absorvedora de HNO3z 3 mol L?, determinados
usando curva de calibracdo de concentracdo equivalente a 1 mol L?! foram
concordantes com o valor de referéncia. Assim, pode ser observado que podem ser
medidos, nas curvas preparadas em meio acido, digeridos com solugfes
absorvedoras de concentracdes de HNOs até 3 vezes maior do que a usada no
preparo da curva de calibracdo. Dessa forma, optou-se por usar curvas de
calibracdo solucdes de trés concentracdes diferentes nas determinacfes por ISE:
curva em H20 para as amostras com solu¢des absorvedoras de H20 e NH4OH 25
mmol L?; curva em solucdo equivalente a solucdo absorvedora de HNOz 1 mol L+
para as amostras com solucdes absorvedoras de HNOz 0,5, 1 e 3 mol L* e curva em
solucdo equivalente a solucdo absorvedora de HNOs 10 mol L' para as amostras

com solucgGes absorvedoras de HNOz 5, 10 e 14,4 mol L.

4.5 DETERMINACAO de CI, Br e | POR ICP-MS

Para a determinacdo de Cl, Br e | por ICP-MS, foram feitos testes para
verificar a possibilidade de empregar solucdo absorvedora acida diretamente na
determinacao por ICP-MS. Para isso, foram avaliadas as curvas de calibracdo em
HNOs 0,7 mol L, que é a mesma condicdo utilizada para a determinacédo de metais.
Além disso, foi feita a calibracdo em HNOz 0,7 mol L' e entre os padrbes e as
amostras foi feita uma lavagem com NHisOH 50 mmol L* por aproximadamente
2 min. Esta ultima condi¢cdo, empregando solucéo alcalina na etapa de lavagem, foi
usada para tentar minimizar o possivel efeito de memoria que a solucdo &cida
estaria causando na determinacdo de I.”” A calibracéo foi feita também em solucéo
de NH4OH 10 mmol L, que é a condicdo normalmente utilizada. As curvas de
calibracdo para | estdo mostradas na Figura 5. Cabe salientar que para a
determinacao de | (curva de calibracdo preparada em solucdo de NH4OH 10 mmol
L1), as amostras com solucdo absorvedora acida foram diluidas e tiveram o pH
ajustado para o mesmo utilizado na curva, a fim de manter iguais as condi¢Oes de

curva de calibragéo e solucdo (meio alcalino).

7T Al-Ammar, A. et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 370 (2001) 479-482.
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Figura 5. Curvas de calibracdo para | por ICP-MS em solucédo de 4 A: NH,OH 10 mmol L?,
B: HNOs; 0,7 mol LT e A C: HNOs 0,7 mol L' apés lavagem com
NH4OH 10 mmol L.

O coeficiente de correlacdo linear (R?=0,680) para a curva de calibracédo
preparada em HNO3s 0,7 mol L™ foi inferior ao encontrado na calibragdo empregando
solucéo alcalina (R?=0,990). Fazendo-se a etapa de lavagem com solugéo alcalina
entre as determinagdes, a correlacdo continuou inferior (R2=0,720) aquela
encontrada para a curva de calibracdo em solucdo alcalina. Como pode ser
observado na Figura 5, ha uma maior dispersdo nos valores obtidos para
concentragdes de iodo superiores a 0,5 pug L. Assim, foi feita a calibragéo utilizando
solucbes de concentracdo de | de 0,1 a 0,25 ug L. Como pode ser visto, 0s
coeficientes de correlacdo ficaram proximos ao obtido na calibragdo utilizando

solugéo alcalina, nesta faixa de concentracdo. Os resultados encontrados para 0s
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digeridos dos materiais de referéncia NIST 8435 e NIST 1566a, nas curvas de
calibracédo de 0,1 a 0,5 pg L%, estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados para | por ICP-MS apds decomposi¢do por MIC (300 mg, 5 min de
refluxo, HNO3; 5 mol L* como solucédo absorvedora) nos materiais de referéncia
NIST 8435 e NIST 1566a. Valores em ug g, média + desvio padrdo, n=3.

Condicgdes NIST 8435 NIST 1566a
Valor de Referéncia 2,30 £ 0,40 4,46 £ 0,42
A 2,56+ 0,12 4,21 +0,12

B 1,18 +0,21 1,83+ 0,06

C 6,00 + 0,99 8,62 + 0,44

A: Curva de calibragdo em NH4sOH 10 mmol L

B: Curva de calibracdo em HNOz 0,7 mol L1

C: Curva de calibragdo em HNOz 0,7 mol L! lavando-se com
NHsOH 50 mmol L entre as determinacdes

Os resultados para | utilizando curvas &cidas para calibragdo ndo foram
concordantes com os valores de referéncia do NIST 8435 e do NIST 1566a.
Utilizando curva de calibracdo em HNOs 0,7 mol L%, as concordancias ficaram
proximas a 45% do valor de referéncia e utilizando curva de calibracdo em HNOs
0,7 mol L e fazendo a lavagem com NH4OH 50 mmol L entre as determinagdes,
as concordancias dos valores obtidos para | com os informados nos materiais de
referéncia foram superiores a 200%. Cabe salientar que, iodo na presenca de
solucdo &cida é volatilizado, consequentemente possui maior efeito de memoria,
sendo que este pode ficar tanto nos capilares quanto na camara de nebulizacédo.””

As curvas de calibracdo preparadas em solucdo acida para Cl e Br estdo
mostradas nos graficos da Figura 6. Assim como para |, foram feitas curvas de
calibracéo para Cl e Br em HNOz 0,7 mol L, em HNOs 0,7 mol L e lavagem com
NH4OH 50 mmol L entre as determinacdes e em solugdo de NH4OH 10 mmol L.
Cabe salientar que, para a determinacdo de Br e | empregando curva feita em

solugdo de NH4OH 10 mmol L1, as amostras com solugdo absorvedora &cida foram

7T Al-Ammar, A. et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 370 (2001) 479-482.
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diluidas e tiveram o pH ajustado para o0 mesmo utilizado na curva, a fim de manter

as condicbes de curva de calibragdo e solucdo nas mesmas condicbes (meio

alcalino).
Cloro
800000 -
A:y =60806x - 3007
R2 = 0,990
9 600000
(@]
)
@ 400000 -
e C:y =54065x + 30767
g R2 =0,990
£ 200000 A
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0 2,5 5 7,5 10
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12000 - A:y=883,7x- 36,4
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[&]
[}
©
.‘g 6000 A C:y=2816,6x + 188,0
g R2=0,999
()
£ 3000 -
O T T T T
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Figura 6. Curvas de calibragdo para Cl e Br por ICP-MS em solucdo de € A: NH,OH
10 mmol L%, ® B: HNO3 0,7 mol L*e A C: HNO3 0,7 mol L apds lavagem com
NH;OH 10 mmol L.

Conforme pode ser observado na Figura 6, as curvas de calibracdo para Cl e
Br apresentaram coeficientes de correlagcdo proximos de 1, além de possuirem
pouca diferenca na inclinacdo das retas, nas trés condi¢des estudadas. Os valores
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encontrados para determinagéo de Cl e Br nos materiais de referéncia NIST 8435 e

NIST 1566a nas trés condi¢cdes estdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados para Cl e Br por ICP-MS ap6s decomposi¢ao por MIC (300 mg, 5 min
de refluxo, HNOs 5 mol L? como solugdo absorvedora) nos materiais de

referéncia NIST 8435 e NIST 1566a. Valores em pug g, média + desvio padréo,

n=3.
NIST 8435 NIST 1566a
Condic¢des

Cla Br Cla Br

Valor de Referéncia 0,842 + 0,044 2010 0,829 £ 0,014 -
A 0,810 +£ 0,015 22,1+28 0,795 + 0,017 61,4+0,2
B 0,823 £ 0,021 24,4+ 3,6 0,805 + 0,015 60,9+5,5
C 0,804 + 0,028 24,2 +43 0,800 + 0,020 615+2,1

aValores em porcentagem (%)

A: Curva de calibragdo em NHsOH 10 mmol Lt

B: Curva de calibragcdo em HNOz 0,7 mol L1

C: Curva de calibragdo em HNOs 0,7 mol L lavando-se com NH4OH 50 mmol L entre as
determinacdes

Os valores obtidos para os materiais de referéncia nas diferentes condi¢des
de curva de calibracdo (NH4OH 10 mmol L1, HNO3 0,7 mol L'* e HNO3 0,7 mol L1
lavando com NHisOH 50 mmol L) ndo apresentaram diferenca significativa
(teste t-Student). Assim, a determinacado de Cl e Br nas amostras de solu¢des acidas
pode ser feita empregando curvas de calibracdo em meio acido.

Assim, como a determinacdo de | ndo foi possivel de ser conduzida
empregando solucdo acida, optou-se por fazer a determinacdo de CI, Br e | por
ICP-MS (nas solugbes obtidas por MIC) usando a curva de calibragdo em meio
alcalino (NH4OH 10 mmol L?). Para isso, os digeridos foram diluidos e tiveram o pH
ajustado para 0 mesmo da curva de calibracdo (pH 10). Os resultados obtidos para
Cl, Br e | nestas condi¢gBes apresentaram concordancias de 96, 105 e 113% para
Cl, Br e I, respectivamente com os valores informados no NIST 8435. Ja para o
NIST 1566a, as concordancias foram de 96 e 94% para Cl e |, respectivamente.

Cabe salientar que o NIST 1566a nao informa valor de referéncia para Br.
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4.6 COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-ONDAS PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE METAIS E HALOGENIOS USANDO SOLUCAO
ABSORVEDORA UNICA

4.6.1 Avaliacdo da massa de amostra

Foi feito um estudo para avaliar a massa maxima de amostra que poderia ser
decomposta por MIC, sem oferecer riscos operacionais e alterar condi¢cdes seguras
de pressao de oxigénio utilizada normalmente (20 bar). As condi¢des iniciais foram
baseadas em estudos prévios utilizando a MIC para decomposicdo de materiais
biol6gicos.®”#’ Dessa forma, foi avaliada a combustdo de leite em pé integral,
utilizando-se massas de 500, 600, 700 e 800 mg. Os resultados obtidos para as
pressfes observadas em funcdo da massa de amostra estdo mostrados no grafico

da Figura 7.
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o
1
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Figura 7. Pressdo maxima atingida no sistema em fun¢do da massa de leite em p6 integral

utilizada na decomposigéo por MIC.

87 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.

47 Barin, J. S. et al., Microwave-induced combustion, E. M. M. Flores (Ed.) Microwave-assisted sample preparation for
trace element analysis, Elsevier, Amsterdam, 2014, pp. 143-177.
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Como pode ser observado na Figura 7, para 800 mg de amostra, a pressao
maxima atingida foi superior a 48 bar, o que significa um incremento de mais de
28 bar na pressdo inicial de oxigénio. Tendo em vista que a pressdo limite
operacional do sistema é 80 bar, a pressao atingida representa mais que 50% desse
valor. Como seguranga, massas de amostra maiores nao foram testadas.
A combustdo de 800 mg de leite em po integral apresentou residuos de amostra ndo
decomposta, evidenciando a queima incompleta dessa.

A gueima de 500, 600 e 700 mg de amostra ndo apresentou residuos e as
solugdes obtidas foram limpidas. As solucdes obtidas apds a MIC de 500, 600 e
700 mg de leite em pd integral foram avaliadas quanto ao teor de carbono em
solucdo e os valores encontrados foram menores que 25 mg L?. Os valores
encontrados sao relativamente baixos e minimizam as interferéncias causadas por
alto teor de carbono em solugdo na determinacéo por ICP-MS.%!

A partir destes resultados, foi possivel considerar que massas até 700 mg de
leite em p6 podem ser decompostas utilizando presséo inicial de oxigénio de 20 bar.
Entretanto, apenas durante a avaliacdo da solucdo absorvedora e o do tempo de
refluxo deste trabalho, foram empregados 300 mg de amostra, a fim de garantir uma
maior reprodutibilidade das queimas e menor desgaste de equipamentos e materiais
utilizados.

4.6.2 Avaliacdo da solugéo absorvedora

Com o objetivo de encontrar a solucdo absorvedora adequada para a
absorcdo tanto de metais quanto de halogénios, foram feitos ensaios utilizando
solucdes de diferentes concentracdes acidas. Os valores encontrados na avaliacdo
da solucéo absorvedora foram comparados com os valores de referéncia obtidos por
MIC com solucdo absorvedora de NH4OH 25 mmol L para halogénios e MAWD
utilizando HNOsz 14,4 mol L' para metais. As condicdes operacionais estdo

mostradas em Materiais e Métodos (item 3.5.2 Combustéo iniciada por micro-ondas).

2t Grindlay, G. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 86 (2013) 42-49.
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As solucbes absorvedoras avaliadas neste estudo foram: H20 e HNOs 0,5, 1,
3,5,7,10 e 14,4 mol L'L. Cabe salientar que, todos os experimentos foram feitos nas
mesmas condicdes, utilizando 300 mg de leite em po integral e 6 mL de solucao
absorvedora. Os resultados obtidos para F por ISE, e CI, Br e | por ICP-MS, nas
diferentes solu¢des absorvedoras, estdo mostrados nos gréaficos da Figura 8. A linha
tracejada representa o valor obtido como referéncia (MIC usando
NH4OH 25 mmol L como solucdo absorvedora), considerado como 100%, e as
barras representam as concordancias dos valores encontrados nas diferentes

solugdes absorvedoras com o valor de referéncia.

Flaor Cloro
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Figura 8. Concordancia em relacéo ao valor de referéncia para F (ISE), Cl, Br e | (ICP-MS)
apos decomposicao por MIC (300 mg de amostra de leite em pé integral, 6 mL de
solucdo absorvedora, 5 min de refluxo) usando diferentes solu¢cdes absorvedoras
(média * desvio padrao, n=3).

Para F, os valores obtidos n&o apresentaram diferengca significativa
(teste t-Student) em relacdo ao valor de referéncia obtido pela decomposicdo da
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amostra de leite em p6 integral por MIC usando NH4OH 25 mmol L* como solugéo
absorvedora, mesmo na condicdo usando HNOs concentrado como solugéo
absorvedora. Ja para Cl, usando-se solucdes absorvedoras de HNOs 0,5 a 7 mol L1,
os valores ndo apresentam diferenca significativa com o valor de referéncia.
Entretanto, em solucGes absorvedoras mais acidas, de HNOz 10 e 14,4 mol L%, as
concordancias caem significativamente.

Para Br e |, os valores encontrados para as solu¢cfes absorvedoras desde
H20 até HNOsz 5 mol L%, ndo apresentam diferenca significativa com o valor de
referéncia. Ja para as solu¢cdes com concentra¢des acidas mais elevadas (HNOs 7,
10 e 14,4 mol L), as concordancias foram menores, sendo que para Br as perdas
foram maiores que para |, chegando proximas a 80% na solugcdo de
HNO3z 14,4 mol L, enquanto que para I, nas mesmas condicdes, as perdas foram
de aproximadamente 30%.

Maiores perdas de Cl, Br e I, guando solu¢bes acidas de maior concentracdo
sdo empregas (superiores a HNOsz 5 mol L) , podem ser explicadas pela maior
formacdo dos respectivos acidos, HCI, HBr e HI, os quais sdo mais facilmente
perdidos por volatilizacdo.>"® Para F, ndo foram observadas perdas significativas em
nenhuma das solucdes absorvedoras avaliadas (HNOs 0,5 a 14,4 mol L1). A maior
estabilidade do F em solucdo acida, quando comparada com os outros halogénios,
pode ser explicada pela maior estabilidade do seu respectivo acido em solucdo. Na
molécula de HF, ha a formacdo ligacbes de hidrogénio, o que faz o ponto de
ebulicdo do &cido seja maior, consequentemente, aumentando a estabilidade do
analito em solucao.

Com relacéo a ClI, Br e I, o respectivo acido mais volatil € o HCI, seguido do
HBr e HI. Assim, seria mais facil de observar perdas para Cl do que para Bre |, o
que ndo é mostrado na Figura 8. Entretanto, a concentracdo de Cl na amostra
estudada é alta (cerca de mil vezes maior que a de Br e I), podendo ndo ser

observadas perdas tao significativas quanto para Br e I.

1 Mello, P. A et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
78 Fecher, P. A. et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 9 (1994) 1021-1027.
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Em relacdo a determinacdo de halogénios ap6s a decomposi¢cdo por MIC
empregando solucbes absorvedoras acidas, podemos observar que, quando
solucdes absorvedoras até a concentracdo de HNOz 5 mol L sdo empregadas, ndo
sdo observadas perdas significativas (teste t-Student) para todos os halogénios
estudados, na amostra de leite em po integral.

As mesmas solucdes absorvedoras foram avaliadas também quanto a
concentracdo de metais. Os resultados obtidos para Ag, Cd, Co, Pb e Sr por ICP-MS
e Ca, K, Mg e Na por F AAS, estdo mostrados nas Figura 9 e Figura 10,
respectivamente. A linha tracejada representa o valor obtido como referéncia
(MAWD usando HNOs 14,4 mol L?) e as barras representam as concordancias dos
valores encontrados nas diferentes solucdes absorvedoras com o valor de

referéncia.
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Figura 9. Concordancia em relagdo ao valor de referéncia para Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-
MS), apbés decomposicdo por MIC (300 mg de leite em pé integral, 6 mL de
solugdo absorvedora, 5 min de refluxo) usando diferentes solu¢cdes absorvedoras
(média * desvio padrao, n=3).
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Figura 10. Concordancia em relacdo ao valor de referéncia para Ca, K, Mg e Na (F AAS)
apos decomposig¢do por MIC (300 mg de leite em po integral, 6 mL de solucdo
absorvedora, 5 min de refluxo) usando diferentes solu¢cdes absorvedoras
(média £ desvio padrao, n=3).

Os resultados para Cd, em todas as solucdes absorvedoras avaliadas nao
apresentaram diferenca significativa (teste t-Student) em relacdo ao valor de
referéncia, obtido por MAWD. Resultados semelhantes foram obtidos para Pb, com
excecdo do ensaio em que H20 foi usada como solugdo absorvedora, onde os
resultados apresentaram diferenca significativa (teste t-Student) em relacéo ao valor
de referéncia (MAWD). Para os outros metais (Ag, Co e Sr) as solu¢des acidas mais
diluidas (concentracées de HNOs menores que 5 mol L) ndo foram adequadas para
a recuperacao destes elementos. Os resultados encontrados para Ag, Co e Sr nas
solugbes absorvedoras de HNOz 5, 7, 10 e 14,4 mol L ndo apresentaram diferenca
significativa (teste t-Student) com o valor de referéncia (MAWD), sendo que a
concentracdo destes decresce significativamente com a diminuicdo da concentracao

acida.
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Como pode ser observado, para Ca, Mg e Na, assim como a maior parte dos
outros metais estudados no presente trabalho, para as solugbes com concentracdes
de HNOs superiores a 5 mol L%, os resultados ndo apresentam diferenca significativa
com o valor de referéncia (MAWD). A concordancia dos valores encontrados para as
solugdes mais diluidas (HNOs 0,5, 1 e 3 mol Lt e H20), em relacdo ao valores de
referéncia foram menores que 50% para os trés analitos.

Para K, os resultados ndo apresentaram diferenca significativa para as
solucbes absorvedoras com concentracdes de HNOs superiores a 3 mol L7,
decrescendo para as solu¢des absorvedoras com menor concentracdo. Pode se
observar também que, para K, as perdas em solu¢cbes de concentragcbes menores
de HNO3 (0,5 e 1 mol L?) e H20 sdo menores do que as perdas para Ca, Mg e Na,
nas mesmas condicdes.

Tendo em vista a absor¢cdo simultdnea de metais e halogénios em uma
solucdo Uunica para a posterior determinacao por ICP-MS, foi necessaria a escolha
da solucdo absorvedora em que ndo fossem observadas perdas de halogénios e ao
mesmo tempo, fossem recuperados quantitativamente todos os metais estudados.
Assim, pelos resultados obtidos, HNOs 5 mol L* foi a condigdo escolhida para os

demais experimentos.

4.6.3 Avaliacédo do tempo de refluxo

Apoés a escolha da solucdo absorvedora, foi avaliado o tempo de irradiacao
com micro-ondas. Para isso, foram utilizados 300 mg de leite em pé integral
enriguecida com F e metais e, como solucdo absorvedora, HNO3z 5 mol L. O
programa de irradiacdo usado foi o mesmo descrito em Materiais e Métodos
(3.5.2 Decomposicao por combustéo iniciada por micro-ondas), variando-se apenas
o tempo de irradiacdo. Os tempos avaliados foram de 5, 10 e 15 min. Cabe salientar
que, tempos menores de irradiacdo ndo foram avaliados pois estas condicdes ja
foram estabelecidas em trabalhos anteriores.1%374% Os resultados obtidos para F por

ISE, e Cl, Br e | por ICP-MS estdo mostrados na Figura 11. A linha tracejada

1 picoloto, R. S. et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
87 Barbosa, J. T. P. et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.
49 Silva, S. V. et al., Food Chemistry 190 (2016) 364-367.
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representa o valor obtido como referéncia (MIC usando NH4OH 25 mmol L* e 5 min
de refluxo) e as barras representam as concordancias dos valores encontrados nos

diferentes tempos de refluxo com o valor de referéncia.
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~
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Figura 11. Concordancia em relagéo ao valor de referéncia para F (ISE), CI, Br e | (ICP-MS)
apos decomposigdo por MIC (300 mg de amostra de leite em po integral, 6 mL
de HNO;s; 5 mol L** como solugdo absorvedora), usando = 5 min, ® 10 min e

B 15 min de irradiagdo (média + desvio padrdo, n=3).

De acordo com a Figura 11, pode ser observado que, quando tempos maiores
de irradiacdo sao aplicados (10 e 15 min), para F, Cl e Br os resultados ndo
apresentaram diferenca significativa comparado com o valor obtido como referéncia
(teste t-Student). Entretanto, para I, perdas significativas sdo observadas quando os
tempos maiores de irradiagdo sdo aplicados, possivelmente devido ao fato de
temperaturas maiores serem alcancadas (aproximadamente 200 °C com 7 min de
irradiacdo). Provavelmente, este fator pode ter contribuido para possiveis perdas de
| por volatilizacdo, resultando em perdas de até 60% quando 15 min de irradiacéo
foram aplicados.

As solucbes avaliadas para halogénios usando diferentes tempos de
irradiacao foram também estudadas para os demais analitos. Os resultados obtidos
para Ag, Cd, Co, Pb e Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e Na por F AAS estao mostrados
nas Figura 12 Figura 13, respectivamente. A linha tracejada representa o valor

obtido como referéncia (MWAD usando HNOsz 14,4 mol L) e as barras representam
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as concordancias dos valores encontrados nos diferentes tempos de refluxo, com os
valores de referéncia.

Concordancia, %
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Ag Cd Co Pb Sr

Figura 12. Concordancia em relacéo ao valor de referéncia para Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-

Figura 13.

MS) apds decomposigédo por MIC (300 mg de amostra de leite em po integral, 6
mL de HNO3z 5 mol L** como solucéo absorvedora), usando = 5 min, ® 10 min e
B 15 min de irradiagéo (média + desvio padréo, n=3).
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Concordancia em relagdo ao valor de referéncia para Ca, K, Mg e Na (F AAS)
apo6s decomposicdo por MIC (300 mg de leite em po6 integral, 6 mL de HNO3; 5
mol L como solugéo absorvedora), usando =~ 5 min, ® 10 min e ® 15 min de
irradiacdo (média + desvio padrao, n=3).
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Como pode ser observado nas Figura 12 eFigura 13, ndo foram observadas
diferencas significativas (teste t-Student) entre os resultados obtidos em diferentes
tempos de irradiacdo (5, 10 e 15 min) com os valores de referéncia. Em alguns
casos, um tempo de irradiacdo maior que 5 min fez com que os RSDs fossem
diminuidos. Entretanto, esta diferengca ndo foi significativa entre os resultados.
Sendo assim, a MIC usando HNOs 5 mol L* como solucédo absorvedora e tempo de
irradiacdo de 5 min foi considerado adequado para a posterior determinacdo de

todos os analitos.

4.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE F, Cl, Br e | EM MEIO ACIDO

Alguns trabalhos relatam perdas de halogénios durante o preparo de amostra,
dependendo da matriz, da concentragdo do analito e da sua forma, principalmente
quando sdo utilizados &cidos concentrados na etapa de decomposicdo.'®3>7% Neste
trabalho, usando MIC com solugéo absorvedora de HNO3 5 mol L ou mais diluidas
estas perdas n&do foram observadas. Foi feito um estudo complementar a fim de
avaliar da estabilidade desses halogénios nesta solucdo acida até 15 dias de
estocagem. As solucdes obtidas da decomposicéo de leite em pé integral apés MIC
usando como solucéo absorvedora HNOs 5 mol L foram armazenados em frascos
de polipropileno a 4 °C por um periodo de 0 a 15 dias. Fluor foi determinado por ISE,
Cl, Br e | foram determinados por ICP-MS e os resultados obtidos no mesmo dia da
decomposicdo foram considerados como dia 0. Os resultados obtidos na avaliacao
da estabilidade para os halogénios estdo mostrados na Figura 14. A linha continua
representa a média e as linhas tracejadas a média com o desvio padrdo superior e
inferior do valor usado como referéncia obtido por MIC usando NH4OH 25 mmol L+

como solucédo absorvedora.

18 Knapp, G. et al., Fresenius Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.
35 Gelinas, Y. et al., Analytical Chemistry 70 (1998) 1021-1025.
79 Gokmen, I. G. et al., Analyst 120 (1995) 2005-2008.

67



Apresentacao e Discussao dos Resultados

Flaor Cloro
100  PEEEEEEEEE  m— 8000 - ST
75 1 6000
50 4000
o 25 - 2000 -
(o))
3
g 0 0
(T
On
o
€ Bromo lodo
8 4 1
c
o | g --------"" kil
O 84 WS- gmmm--- | il
3 o ————— -
6 4
2 1 I
4
2 1
0 0
0 7 15 0 7 15
Dias Dias

Figura 14. Resultados obtidos para F (ISE), Cl, Br e | (ICP-MS) apds a decomposi¢ao por
MIC (300 mg de amostra de leite em pé integral, 6 mL de HNO3z 5 mol L™ como
solugdo absorvedora, 5 min de refluxo) em 0, 7 e 15 dias de estocagem
(média * desvio padrao, n=3).

Como pode ser observado na Figura 14, os resultados para F e Cl, até 15
dias de estocagem, ndo apresentaram diferenca significativa (teste t-Student) com
os valores obtidos no primeiro dia das determinacdes. Cabe salientar que se
ocorressem perdas para Cl, seriam mais dificeis de visualizar devida a elevada
concentracdo de Cl nas amostras.

Para Br, como pode ser observado na Figura 14, os valores obtidos nao
apresentam diferenca significativa (teste t-Student) em relacdo ao valor de
referéncia, até sete dias de estocagem. Para |, assim como para Br, os valores
obtidos ndo apresentam perdas significativas (teste t-Student), em até sete dias de
estocagem.

Assim, para a determinacéao simultanea de F, Cl, Br e I, as solu¢cbes podem
permanecer estocadas por até 7 dias, para evitar que sejam observadas perdas para

Br e I, quando HNO3 5 mol L é utilizado como solucéo absorvedora.
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4.8 AVALIACAO DA EXATIDAO E APLICACAO PARA MATERIAIS
BIOLOGICOS

Apoés a otimizacdo das condicbes para a MIC, foi feita a determinacdo de
halogénios e metais para diferentes materiais biolégicos (figado bovino e
crustaceos). Os resultados para F (ISE) e Cl, Br |, Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-MS) e
Ca, K, Mg e Na (F AAS) estdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados para F (ISE) e Cl, Br I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-MS) e Ca, K, Mg e
Na (F AAS) ap6s decomposicdo por MIC (500 mg, 5 min de refluxo,
HNO3 5 mol L como solucéo absorvedora) de materiais biol6gicos. Valores em

ug g, média + desvio padrédo, n=3.

Camaréo Corrupto

Analito  Figado bovino 00 s subtilis)  (Callichirus major)

F <89 26,1+1,0 30,9+0,7

Cl 2572 +54 2534 + 47 15034 + 378
Br 49,1+ 3,3 516+45 237+ 17

I 0,139 + 0,003 26+0,2 415+2]1

Ag < 0,001 0,030 + 0,002 0,463 + 0,005
Cd 0,036 + 0,001 0,175 + 0,005 1,214 + 0,072
Co 0,175 + 0,008 < 0,004 0,075 + 0,006
Pb < 0,036 0,116 + 0,005 0,361 + 0,024
Sr 1,26 + 0,07 126+ 7 129+ 4

Ca 165+ 18 11828 + 966 16617 + 125
K 9330 £ 93 1682 + 61 7485 113
Mg 609 £ 19 1275+ 121 1896 + 125
Na 2146 £ 53 12477 + 61 8391 + 407

A avaliacédo da exatidao foi feita pela decomposicéo e determinacdo de metais
e halogénios em materiais de referéncia de leite em p6 NIST 8435 e tecido de ostra

NIST 1566a. A Tabela 11 mostra os resultados para a determinacdo de halogénios
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nos materiais de referéncia apés a decomposicédo por MIC, usando HNOz 5 mol L*

como solucéo absorvedora.

Tabela 11. Resultados obtidos para F (ISE), Cl, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-MS) e Ca, K,
Mg e Na (F AAS) apés a decomposi¢cdo por MIC (300 mg, 5 min de refluxo,
HNO3 5 mol Lt como solugdo absorvedora) nos materiais de referéncia. Valores

em pug g2, média + desvio padrdo, n=3.

NIST 8435 NIST 1566a

Analito Valor de Valor Valor Valor

referéncia encontrado certificado encontrado
F 0,172 <8,9 2402 231+9
Clp 0,842 + 0,044 0,810 + 0,025 0,829 + 0,014 0,798 + 0,022
Br 20+10 221+28 - 61,4+0,4
| 2,30 £ 0,40 2,56 +£0,12 4,46 + 0,42 4,21 +0,12
Ag - < 0,001 1,68 £ 0,15 1,48 £ 0,07
Cd 0,00022 < 0,001 4,15+ 0,38 3,67 £0,19
Co 0,0032 <0,004 0,57+0,11 0,47 £ 0,04
Pb 0,11 + 0,05 0,10 + 0,01 0,371+ 0,014 0,357 +£ 0,019
Sr 4,35+ 0,50 3,97 £ 0,18 11,1+£1,0 10,2+ 0,4
Cab 0,922 + 0,049 0,697 + 0,038 0,196 + 0,019 0,185 + 0,016
Kb 1,363 £ 0,047 1,33+0,54 0,790 = 0,047 0,761 + 0,012
MgP 0,0814 + 0,0076 0,077 + 0,006 0,118 + 0,017 0,112 + 0,006
Nab 0,356 + 0,040 0,321 + 0,021 0,417 + 0,013 0,412 + 0,011

a Valor informado
bValores em porcentagem (%)

Como pode ser observado na Tabela 11, os resultados obtidos para os
materiais de referéncia NIST 8435 e NIST 1566a ndo apresentaram diferenca
significativa (teste t-Student) em relacdo aos valores de referéncia, com excecao de
Ca no NIST 8435. Possivelmente, neste caso, € necessaria uma solucdo

absorvedora mais concentrada de HNOs. Assim, a solucdo absorvedora utilizada,
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bem como os procedimentos adotados para as determinacdes (ajuste de pH) foram
adequados para a determinacao de halogénios e dos metais propostos.

Ainda, foi feita a avaliacdo da recuperacdo dos metais e halogénios
empregando a MIC com HNOs 5 mol L como solucdo absorvedora e 5 min de
refluxo empregando 700 mg de leite em po integral. Os resultados obtidos para F
(ISE) e CI, Br I, Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-MS) e Ca, K, Mg e Na (F AAS) apos a
decomposicdo de 700 mg de leite em po integral estdo mostrados na Tabela 12,
bem como os valores obtidos nos métodos de referéncia (MWAD para metais e MIC

usando NH4OH 25 mmol L'* como solucdo absorvedora para halogénios).

Tabela 12. Resultados para F (ISE) e CI, Br I, Ag, Cd, Co, Pb, e Sr (ICP-MS) e Ca, K, Mg e
Na (F AAS) apés decomposicdo por MIC (700 mg de leite em p6 integral*, 5 min
de refluxo, HNOs; 5 mol L como solucdo absorvedora). Valores em pug g*,

média + desvio padrao, n=3.

Analito r\e/faelférndc?a Método proposto
F 98,6 £2,3 101+4
Cl 8355 + 222 7964 + 238
Br 8,34 £0,19 8,28 £0,17
I 3,13+0,15 2,93+£0,15
Ag 0,427 + 0,011 0,390 + 0,020
Cd 0,451 + 0,024 0,428 + 0,026
Co 0,441 + 0,018 0,421 + 0,017
Pb 0,444 + 0,018 0,428 + 0,025
Sr 5,21 £ 0,20 4,85+ 0,15
Ca 14508 + 662 15407 £ 1265
K 10837 £ 84 10782 £ 37
Mg 826 £ 10 80541
Na 3881 + 98 3448 + 243

* Amostra enriguecida com F e metais
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Conforme pode ser observado na Tabela 12, os resultados encontrados para
todos os elementos ap6s a decomposicdo de 700 mg de amostra ndo apresentaram
diferenca significativa (teste t-Student) em relacdo aos valores obtidos nos métodos
de referéncia (MWAD para metais e MIC usando NH4OH 25 mmol Lt como solugéo
absorvedora para halogénios). Assim, a MIC de até 700 mg de leite em p@ integral
usando HNOz 5 mol L* como solugdo absorvedora foi adequada para a posterior
determinacao de F por ISE, ClI, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb, e Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e
Na por F AAS.

4.9 LIMITES DE QUANTIFICACAO PARA METAIS E HALOGENIOS

Os LOQs obtidos para a determinacdo de halogénios e metais foram
relativamente baixos, o que é um fator importante para a determinacdo destes
elementos em baixas concentracdes. Os LOQs obtidos para F por ISE e CI, Br e |
por ICP-MS para o método de referéncia (MIC utilizando NH4OH 25 mmol Lt como
solucdo absorvedora, 500 mg de amostra e 5 min de irradiacdo) e para o método
proposto (MIC usando HNO3z 5 mol L como solugdo absorvedora, 700 mg de

amostra e 5 min de irradiacdo) podem ser observados na Tabela 13.

Tabela 13. Limites de quantificacdo (10 o) obtidos para F (ISE), Cl, Br e | (ICP-MS) ap0s
decomposicdo por MIC para o método de referéncia (500 mg de leite em p6
integral, 5 min de refluxo, NH;,OH 25 mmol L** como solugédo absorvedora) e
para 0 método proposto (700 mg de leite em po integral, 5 min de refluxo,
HNO3 5 mol L'* como solugéo absorvedora). Valores em pg g™.

MIC
Analito  NH,0H 50 mmol L HNO3 5 mol L
(500 mg) (700 mg)
F 12,7 8,9
Cl 24,3 19,2
Br 0,03 0,06

I 0,007 0,007

72



Apresentacao e Discussao dos Resultados

Conforme pode ser observado na Tabela 13, o LOQ obtido para F por ISE
utilizando MIC com HNOs 5 mol Lt como solugdo absorvedora foi menor do que o
encontrado no método de referéncia (MIC utilizando NH4OH 25 mmol L' como
solucédo absorvedora). Isto se deve ao fato de o método proposto empregar maior
massa de amostra, e ndo ser necesséaria diluicdo das amostras previamente a
determinacdo. Para Cl, o LOQ para o método proposto foi menor do que o obtido
para o método de referéncia, mesmo sendo necessaria a diluicdo tanto dos brancos,
guanto das amostras, para o ajuste do meio. Para I, os LOQs encontrados foram os
mesmos, para os dois métodos avaliados. Ja para Br, o LOQ do método proposto foi
mais alto do que o do método de referéncia. Entretanto, os valores ainda sao
relativamente baixos, e possibilitam a determinacdo das amostras estudadas.

Os LOQs foram avaliados também para Ag, Cd, Co, Pb, e Sr por ICP-MS e
Ca, K, Mg e Na por F AAS. A Tabela 14 apresenta os LOQs obtidos para os metais
segundo o método de referéncia (MAWD usando HNOz 14,4 mol L?, 500 mg de
amostra) e no método proposto (MIC usando HNOs 5 mol L* como solugéo

absorvedora, 700 mg e 5 min de irradiacao).
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Tabela 14. Limites de quantificacdo (10 o) obtidos para Ag, Cd, Co, Pb e Sr (ICP-MS) e Ca,
K, Mg e Na (F AAS) para o método de referéncia (MAWD usando
HNO; 14,4 mol L%, 500 mg de leite em po6 integral) e para o método proposto
(MIC, 700 mg de leite em pé integral, 5 min de refluxo, HNO3 5 mol L* como
solugdo absorvedora). Valores em pg g.

MAWD MIC

Analito HNO; 14,4 mol L HNO3z 5 mol L*
(500 mg) (700 mg)

Ag 0,007 0,001

Cd 0,001 0,001

Co 0,033 0,004

Pb 0,033 0,036

Sr 0,543 0,105

Ca 4,9 1,1

K 4,1 15

Mg 2,7 1,1

Na 8,9 18

Quando a MIC foi empregada para a decomposicédo de 700 mg de leite em po
integral e usando HNOs 5 mol L? como solucdo absorvedora, os LOQs foram
consideravelmente mais baixos que os obtidos para os métodos usados como

referéncia.
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5 CONCLUSOES

O método proposto de decomposicédo por MIC, usando HNOs 5 mol Lt como
solucdo absorvedora, tempo de refluxo de 5 min e massa de amostra de até 700 mg,
foi adequado para a posterior determinagao de F por ISE, Cl, Br, I, Ag, Cd, Co, Pb e
Sr por ICP-MS e Ca, K, Mg e Na por F AAS em leite em po integral. Usando-se 20
bar de oxigénio para a pressurizacao dos frascos, foi possivel a queima de até 700
mg de leite em po integral, com valores de carbono em solu¢cdo menores que 25 mg
Lt. A etapa de refluxo de 5 min foi suficiente para a recuperacdo de todos os
analitos estudados neste trabalho, sendo que, em tempos maiores (10 e 15 min),
foram observadas perdas de I.

Para a determinacéo de F por ISE, foi necessario fazer o ajuste da matriz da
curva de calibracdo para a mesma concentracdo acida das solu¢des absorvedoras
utiizadas na MIC, sendo que padrbes e amostras tiveram o pH ajustado
previamente as determinac¢des (pH 5). Para a determinacédo de ClI, Br e | por ICP-
MS, foi necesséaria a diluicdo e ajuste prévio do pH das solucbes (pH 10) para
determinacao utilizando a curva de calibracdo preparada em meio alcalino, devido a
efeitos de memodria para | na presenca de acido.

Os valores obtidos para os halogénios e metais ap6s a decomposi¢cado por
MIC da amostra de leite em p6 integral empregando HNOs 5 mol L't como solucéo
absorvedora, ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos valores
obtidos nos métodos de referéncia (MAWD usando HNOs 14,4 mol L'! para metais e
MIC empregando NH4OH 25 mmol L* como solucédo absorvedora para halogénios).
A exatidao foi avaliada usando materiais de referéncia de leite em poé integral NIST
8435 e tecido de ostra NIST 1566a, e os resultados obtidos ndo apresentaram
diferenca significativa com os valores de referéncia, com exceg¢do de Ca, no
NIST 8435.

As solugbes obtidas ap6s a decomposi¢do por MIC de leite em po integral,

utilizando solugbes absorvedoras com concentracdo igual ou inferior a



Conclusoes

HNOz 5 mol L* podem ser estocadas sob refrigeracdo (4 °C) por até 7 dias, sem
observar perdas significativas para F, Cl, Bre I.

Assim, o0 método proposto é uma alternativa em relacdo aos meétodos
convencionalmente empregados para a posterior determinacdo de metais e
halogénios em materiais biolégicos. A MIC empregando HNO3 5 mol L' como
solugcéo absorvedora possibilita a posterior determinagcéo de metais e halogénios em
uma unica solucdo, o que torna mais rapida esta etapa do procedimento analitico.
Além disso, limites de quantificacdo relativamente baixos foram obtidos, devido a
possibilidade de queima de até 700 mg de amostra. Cabe salientar que com 0 uso
de uma solucdo Unica para a absorcdo destes analitos, hd& uma economia no
consumo e consequente geracdo de residuos, bem como de custo, principalmente

se aplicado a andlises de rotina.
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