UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Kéllen Francine Anschau

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE
SOLUGAO DE NUTRIGAO ENTERAL MEDIANTE SISTEMA DE
DIGESTAO DE ALTA PRESSAO PARA POSTERIOR DETERMINAGAO
MULTIELEMENTAR

Santa Maria, RS
2018



Kéllen Francine Anschau

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE SOLUGAO
DE NUTRICAO ENTERAL MEDIANTE SISTEMA DE DIGESTAO DE ALTA
PRESSAO PARA POSTERIOR DETERMINACAO MULTIELEMENTAR

Dissertacao apresentada ao Curso de
Po6s-Graduacgao em Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Edson Irineu Miller

Santa Maria, RS
2018



Anschau, Kéllen Francine

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE
SOLUCﬁO DE NUTRICﬁO ENTERAL MEDIANTE SISTEMA DE DIGESTAO
DE ALTA PRESSAC PARA POSTERIOR DETERMINACﬁO
MULTIELEMENTAR / Kéllen Francine Anschau.- 2018.

66 p.; 30 cm

Orientador: Edson Irineu Miller

Coorientador: Rodrigo Cordeiro Bolzan

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de

Pés-Graduacdo em Quimica, RS, 2018

1. Solugdo de nutrigido enteral 2. Preparc de amostra 3.
Cadmara Unica de reagdo 4. Perdéxido de Hidrogénio I. Miller,
Edson Irineu II. Bolzan , Rodrigo Cordeiro III. Titulo.

Sistema de geracdo automdtica de ficha catalografica da UFSM. Dados fornecides pelo
autor(a) . Sob supervisdo da Diregdo da Divis3o de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecdria responsdvel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.



Kéllen Francine Anschau

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE SOLUGAO
DE NUTRICAO ENTERAL MEDIANTE SISTEMA DE DIGESTAO DE ALTA
PRESSAO PARA POSTERIOR DETERMINACAO MULTIELEMENTAR

Dissertacao apresentada ao Curso de
Poés-Graduacgao em Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica.

Aprovado em 01 de margo de 2018:

i A S

.~ Edson |rj§?A Miiljér, Dr. (UFSM)

(Pregidente/Orientador)

P Bben

Dirce Pozebon, Dra. (UFRGS)

Sl A b Oy

Fabio Andrei Duarte, Dr. (UFSM)

Santa Maria, RS
2018



DECLARACAO

A pesquisa descrita nesta dissertacéo foi totalmente elaborada por mim e as informacoes
retidas na literatura entéo devidamente referenciadas. Esta dissertacao ndo foi apresentada

anteriormente para a obtencao de qualquer outro grau.

M'Mimx i» )—&V]‘)lb\(}u,

Kéllen Francine Anschau




AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pés-Graduagao em Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria, pela possibilidade de execucao deste trabalho.

Ao conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq), pelo apoio financeiro para o desenvolvimento desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Edson Irineu Miiller, pela orientacdo durante esses anos, pela
amizade, pela paciéncia em transmitir seus conhecimentos, pela total disponibilidade
em discutir as tarefas desenvolvidas, principalmente por ser um exemplo de
profissional.

A Prof. Dra. Dirce Pozebon, por fazer parte da banca examinadora e pelas
sugestdes que contribuiam para o aperfeigopamento desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte, por fazer parte da banca examinadora, por
suas validas contribuicbes para esse trabalho, por todos os ensinamentos
compartilhados e pelo exemplo profissional.

Ao prof. Dr. Rodrigo Cordeiro Bolzan e Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler por
participarem da banca de qualificacdo e pelas valiosas contribuicbes para o
desenvolvimento desse trabalho.

Aos demais professores do setor de Quimica Industrial e Ambiental, Prof. Dr.
Cezar Augusto Bizzi, Prof. Dr. Erico Marlon de Morais Flores, Prof. Dr. José Neri
Gottfried Paniz, Prof?. Dra. Paola de Azevedo Mello e Prof?. Dra. Rochele Sogari
Picoloto, pelas oportunidades de crescimento profissional que foram concebidas a
mim, por todos os ensinamentos compartilhados e exemplo de profissionalismo.

A Ingrid Brikalskl e a Tassia Seeger pelo auxilio durante o desenvolvimento
deste trabalho.

Aos colegas e funcionarios do LAQIA/CEPETRO, pela amizade, apoio e
companheirismo demostrado.

Aos funcionarios da secretaria do PPGQ, Ademir e Valéria, pelo auxilio na
execucgao deste trabalho.

Em especial a minha familia, a minha mae Leane meu pai Mario, pelo apoio,
incentivo, compreensdo e apoio incondicional. Agradego também, ao meu irmao
Maicon, pela ajuda durante e apoio durante todos esses anos.



A verdadeira motivacdo vem de
realizacgéo, desenvolvimento
pessoal, satisfacdo no trabalho e
reconhecimento.

Frederick Herzberg



RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE SOLUGAO
DE NUTRICAO ENTERAL MEDIANTE SISTEMA DE DIGESTAO DE ALTA
PRESSAO PARA POSTERIOR DETERMINACAO MULTIELEMENTAR

AUTORA: Kéllen Francine Anschau
ORIENTADOR: Prof. Dr. Edson Irineu Miiller

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos de decomposicdo de amostra de
solucdo de nutrigdo enteral (SNE), empregando decomposicdo assistida por
radiacdo micro-ondas (MWAD) em sistema de camara unica de reagao (SRC) com
subsequente determinagdo multielementar pelas técnicas de espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Foram avaliados a
concentracao de H,0O; (30, 40 e 50% v/v), a temperatura de aquecimento do sistema
SRC (190, 230 e 250 °C), o volume de H;O, (6, 8 e 10 mL) e a massa de amostra
(250, 500, 750, 1000 e 1500 mg). A avaliagao da melhor condicao foi feita a partir
dos resultados da concentracdo de C residual e acidez nos digeridos. A melhor
condi¢ao para o sistema SRC com H,0O, foi de 8 mL de H,O, 50% v/v, temperatura
de 250 °C e massa de 1000 mg de SNE. Nessa condi¢cédo, a concentragao de C
residual obtida foi 711 mg L' e a acidez residual desprezivel. Posteriormente,
nessas condigdes o H,O,, foi substituido pelo HNO3 concentrado. Com o uso de
HNO3; concentrado obteve-se uma concentragédo de C residual de 123 mg L' e uma
elevada acidez residual (7,7 mol L' de HNO3). Além disso, foi realizada a avaliagdo
da eficiéncia de decomposicdo dos componentes da formulagdo das SNE,
separadamente. Para isso, caseinato de sodio, xarope de glicose e 6leo de girassol
e canola foram decompostos com 8 mL de H;O, 50% v/v. Observou-se que o
caseinato de sodio e os Oleos de girassol e canola apresentaram os maiores
concentragcbes de carbono residual. Além disso, foi realizada a decomposi¢cao de
compostos organicos refratarios a oxidagdo por via umida tais como, histidina,
triptofano, fenilalanina e acido linoleico, utilizando o sistema SRC, H,0, 50% e HNO3
concentrado. Os valores de concentracdo de carbono residual (RCC), para estas
substancias organicas refratarias, foram significativamente menores do que
reportados na literatura, provavelmente devido as condicbes de pressao e
temperatura mais drasticas permitidas pelo sistema SRC. Por fim, foi feita a
determinagao de As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Pb, Se e Zn por
ICP OES e ICP-MS e nao foram observadas diferengas significativas entre os
resultados obtidos pelos diferentes métodos. A exatiddo também foi avaliada
mediante analise de um material de referéncia (NIST 8435 Whole Milk Powder).

Palavras-chave: Solucdo de nutricdo enteral, preparo de amostra, camara unica de
reacao, H.0,.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SAMPLE PREPARATION METHODS USING HIGH
PRESSURE DIGESTION SYSTEM FOR SUBSEQUENT MULTIELEMENT
DETERMINATION IN ENTERAL NUTRITION SOLUTION

AUTHOR: Kéllen Francine Anschau
ADVISOR: Prof. Dr. Edson Irineu Muller

In this work two methods of sample preparation for the digestion of enteral nutrition
solution (SNE) using microwave assisted digestion (MWAD) in a single reaction
chamber (SRC) system and subsequent multielement determination by plasma-
based techniques (ICP OES and ICP-MS) were evaluated. For H,O,, parameters
such as H,O, concentration (30, 40 and 50%), temperature of the SRC system (190,
230 and 250 ° C), volume of H,0O, (6, 8 and 10 mL) and the sample mass (ranging
from 250 mg to 1500 mg) were investigated. The evaluation of the best condition was
made based on the concentration of residual C and the residual acidity of the digests.
The best condition for the SRC system with H,O, was 8 mL of 50% H20,,
temperature of 250 ° C and mass of 1000 mg of SNE. In this condition, the residual C
concentration obtained was 711 mg L™ and negligible residual acidity. Subsequently,
the best condition obtained with H,O, was also applied to concentrated HNO3. Using
concentrated HNOs, a residual C concentration of 123 mg L™ and a high residual
acidity (7,7 mol L™" of HNOs) were obtained. In addition, the decomposition efficiency
of the components of the SNE formulation were evaluated. For this, sodium
caseinate, glucose syrup and sunflower and canola oils were digested using 8 mL of
50% H,0.. It was observed that sodium caseinate and sunflower and canola oils had
the highest values of residual carbon. In addition, wet digestion of refractory organic
compounds such as histidine, tryptophan, phenylalanine and linoleic acid was
performed using the SRC system with 50% H,O, and concentrated HNOj;. The
values of residual carbon content (RCC) obtained for these refractory organic
substances were significantly lower than reported in the literature, probably due to
the more drastic pressure and temperature conditions allowed by the SRC system.
Finally, the determination of As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Pb, Se
and Zn were performed by ICP OES and ICP-MS and were not observed significant
differences between the results obtained by the methods that used 50% H,O, and
concentrated HNOs3. The accuracy was also evaluated with a reference material
(NIST 8435 Whole Milk Powder).

Keywords: Enteral nutrition solution, sample preparation, single reaction chamber,
H20:,
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1 INTRODUGAO

As solugdes de nutricdo enteral (SNE) séo definidas como alimentos, que
visam suprir as necessidades nutricionais de pacientes. Seu uso ocorre quando a
alimentacgao via oral é impossibilitada, sendo administradas através de sondas até o
trato gastrointestinal. Sua administragdo pode ser recomendada tanto para adultos
quanto criangas, quando os niveis de ingestdo diaria de nutrientes ndo sao
atingidos. Deste modo, é necessario o uso das SNE, ricas em carboidratos,
gorduras, proteinas, vitaminas e nutrientes. '

Atualmente, as diversas formulagcbes de SNE, disponiveis podem ser
classificas, em fungao de sua composi¢cao, como proteinas e nutrientes. Geralmente,
as formulas contém 1 kcal mL™, porém em casos de pacientes com insuficiéncia
cardiovascular, renal e hepatica, € necessario que a formulacdo contenha de 1,5 a 2
kcal mL™", devido a restricdo de liquidos aos pacientes.? *

Em virtude das SNE serem amplamente utilizadas na alimentacdo de
pacientes debilitados, € necessario realizar andlises de sua composicdo, para
verificar se as solugdes atendem as recomendagdes no que diz respeito a
composicdo de elementos essenciais ao organismo.” Ademais, também é
necessario verificar se a nutricdo enteral possui em sua composicdo elementos
considerados téxicos, como As, Cd e Pb, que podem ser prejudiciais aos pacientes,
causando problemas a saude. A determinacao desses elementos pode ser feita
utilizando técnicas como a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), entre outras. Todavia, previamente a
determinacao elementar, € necessario realizar o preparo de amostra, para que a
mesma esteja em forma de solugédo, em condi¢bes adequadas para ser introduzida
nos equipamentos de medida. Geralmente, a preparacdo da amostra € a etapa da
sequéncia analitica mais propicia a ocorréncia de erros sistematicos.®

Dentre os métodos de preparo de amostra mais utilizados esta a
decomposi¢cdo por via umida em sistema fechado, que tem por objetivo a
decomposi¢cao da matéria organica e sua conversao em CO, e H,0O. Métodos de
preparo de amostra que utilizam energia das micro-ondas vem sendo muito
utilizados, nos quais geralmente utilizado HNO3; ou misturas deste com HCI e H,SO,4
e Hy0,.°
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No que diz respeito aos sistemas de digestdo por micro-ondas, em 2011 foi
langado no mercado um sistema de decomposic¢ao utilizando uma camara unica de
reacao (SRC, do inglés single reaction chamber) que permite operagao com
temperatura e pressao de até 300 °C e 199 bar, respectivamente. ’

Além disso, nos ultimos anos foi mostrado que o sistema SRC possibilita a
utilizacao de H,O, como oxidante de forma isolada, sem a mistura com acidos. O
H,0,, quando comparado a demais oxidantes, apresenta como principal vantagem a
formacdo de H,O e O, como produtos da digestdo, minimizando a geragéo de
residuos toxicos quando comparado com o HNO3.?

Tendo em vista os aspectos mencionados anteriormente, o presente trabalho
busca avaliar dois métodos de preparo de amostras, utilizando H,O, e HNO3; em
sistema SRC para a decomposi¢cao de SNE e posterior determinagdo elementar,
utilizando técnicas com plasma indutivamente acoplado. Além de ser feito um estudo

em relagdo a composi¢cao das solugdes de nutricao enteral.



2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo serdo tratados aspectos relacionados a formulagdo e a
composicdo das solugbes de nutricdo enterais e posteriormente serdo apresentadas
as principais técnicas analiticas empregadas na determinagdo multielementar.
Adicionalmente, sera realizada uma breve abordagem sobre alguns dos principais

meétodos de preparo de amostras de composi¢cdo majoritariamente orgénica.
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2.1 SOLUCOES DE NUTRICAO ENTERAL

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define solugdes de
nutricdo enteral (SNE) como “alimento para fins especiais, com ingestdo controlada
de nutrientes, na forma isolada ou combinada, de composicéo definida ou estimada,
especialmente formulada e elaborada para uso por sondas ou via oral,
industrializado ou n&o, utilizada exclusiva ou parcialmente para substituir ou
complementar a alimentagdo oral em pacientes desnutridos ou nao, conforme suas
necessidades nutricionais, em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar, visando
a sintese ou manutengao dos tecidos, érgaos ou sistemas”.? Dessa forma, a solugao
enteral € administrada para fornecer todos os nutrientes necessarios para a
recuperagao e manutengdo da satde do paciente.’

Apesar da administracdo das SNE n&o ser feita por via parenteral, e sim
através de uma sonda por via oral, essa administragdo também pode ser
considerada complexa. Alguns erros quanto ao uso destas solugbes podem levar a
morte de pacientes, em virtude de deslocamentos da sonda, anormalidades
metabdlicas, complicagcdo quanto ao tubo mecanico e a intolerancia a componentes
das formulas. Além disso, outro risco para pacientes ocorre em fungdo de
contaminagdes das formulagdes pela presenga de micro-organismos, nas etapas de
producdo, armazenamento, preparagcdo e/ou administragdo das SNE. As solucdes
liquidas sdo o meio ideal para a desenvolvimento de micro-organismos patogénicos
e, em decorréncia da presenca dos mesmos, ocorre a reducdo dos nutrientes das

solucdes.” % 1°

2.1.1 Composicao das SNE

2.1.1.1 Gorduras/Lipidios

Nas dietas enterais, as fontes mais comuns de lipidios sdo os 6leos de
canola, girassol, soja e peixe, que correspondem a 30 a 40% das calorias das
formulacdes das SNE. O acido linoleico € muito utilizado para prevenir deficiéncias
de acidos graxos essenciais, sendo que de 2 a 4% das calorias sao provenientes do
acido linoleico. A principal fungcdo das gorduras e 6leos € como reserva de energia,

que sao fontes de triacilglicerdis posteriormente convertidas em didéxido de carbono
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e agua, produzindo muito mais calorias que as proteinas e carboidratos, devido a

alta quantidade de ligagdes carbono-hidrogénio.® * ' 12

2.1.1.2 Proteinas

A funcéo principal das proteinas no corpo humano é a regulacédo e catalise
das reagbes que ocorrem no organismo, tais como a movimentagdo de musculos,
tenddes, ainda sendo responsaveis pela transferéncia de oxigénio no organismo. As
SNE contém de 4 a 32% de calorias provenientes de proteinas, sendo caseinato,
lactoalbumina, carne bovina e proteina isolada de soja as fontes mais comuns. A
partir das proteinas € possivel obter os aminoacidos que sao utilizados pelas células
para sintetizar as proteinas, sendo os aminoacidos classificados em trés grupos
distintos, quanto a fungao nutricional, seu destino ou com base na cadeia lateral.
Dentre a classificagdo nutricional, os aminoacidos sao classificados como essenciais
(fenilalanina, histidina, metionina, lisina, triptofano etc) e ndo esséncias (alanina,

acido aspartico, cisteina, glicina etc).>* ™ 12

2.1.1.3 Carboidratos

Os carboidratos sdo uma das principais fontes de energia consumidas pelo
ser humano. Com relacdo as SNE, as fontes de carboidratos mais utilizadas s&o
xarope de milho, sacarose, frutose e glicose, que contribuem com 40 a 90% das

calorias contidas nas SNE.>*
2.1.1.4 Elementos essenciais e toxicos

Além dos elementos majoritarios como C, O, N, cerca de 20 outros elementos
encontrados em menor concentragcdo nos alimentos sdo considerados essenciais
para a vida humana.’ Dentre eles destacam-se macro elementos tais como Ca, Mg,
Na, K, P, S e micro elementos tais como Fe, Zn, Mn, Cu, Co, Cr, Mo, Se e etc.'*"®

Neste sentido, a formulacdo das SNE com relagdo a composicao dos
elementos essenciais pode variar em fungao das necessidades nutricionais de cada
paciente. A deficiéncia de alguns desses elementos € prejudicial, pois sao

responsaveis pela sintese enzimatica e diversos processos bioquimicos.* °
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Além dos elementos essenciais, outros elementos considerados toéxicos
podem ser introduzidos nas SNE em decorréncia da manipulagdo ou estarem
presentes nos insumos utilizados no preparo destas solugées.14 Os principais
elementos tdxicos investigados sdo As, Cd, Hg e Pb." Infelizmente, nao ha ainda
compéndio ou legislacdo que trate dos limites maximos de concentracdo de

elementos téxicos permitidos nas SNE.
2.2 TECNICAS PARA A DETERMINACAO MULTIELEMENTAR: ICP OES E ICP-MS

As técnicas com fontes de plasma indutivamente acoplado sdo muito
utilizadas para a determinagao multielementar, principalmente ICP OES e a ICP-MS.
Ambas as técnicas sao muito utilizadas, em virtude de baixos limites de detecgao

(LDs) que permitem a determinagdo de metais, ndo metais'®?°, metaloides e

2123 om diferentes matrizes.?*

halogénios

A técnica de ICP-MS se baseia na separagcdo, de acordo com a relagao
massa-carga (m/z), dos ions gerados no plasma.zs' % Para esta técnica, LDs da
ordem de ng L' podem ser obtidos para maioria dos elementos. A técnica de ICP
OES, por sua vez tem como principio a emissao da radiacao eletromagnética pelos
atomos ou ions gerados e excitados no plasma.27 Quando comparadas, as técnicas
de ICP-MS e ICP OES os limites de quantificagao (LQs) da técnica de ICP-MS sao
melhores, o que a torna uma técnica bastante utilizada para quantificacido de
elementos toxicos geralmente encontrados em baixa concentragdo (As, Cd, Pb, e
outros).? 2% 3% por outro lado, a técnica de ICP OES possibilita maior versatilidade e
maior aplicagao para a determinagdo de elementos como Ca, Fe, Mg, Mn, Na e P

presentes em maior concentragdo na maior parte das matrizes.'® % ¥

2.2.1 Interferéncias da acidez e carbono residuais nas determinagées por

técnicas com plasma indutivamente acoplado

Alguns estudos tém mostrado que o carbono residual e a acidez
remanescente na solugdo da amostra apds a sua digestdo por via umida podem
causar interferéncias nas determinagdes por ICP OES e ICP-MS. O carbono residual

e a acidez residual causam aumento ou supressao do sinal analitico. Sendo assim, a
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concentragcdo de carbono residual e acidez nas solugdes de calibragcdo devem ser
proximas. 3273

Com relacéo as interferéncias causadas pela acidez residual dos digeridos,
de acordo com a literatura, a presenca de HNO3 pode causar supressao do sinal
analitico nas determinagdes por ICP OES e ICP-MS. De acordo com o trabalho
reportado por Miiller et al.** concentracdes de HNO; de até 20% (v/v) ndo causaram
supressao do sinal analitico para as determinagées de °'V, *Cr, >*Cr, °°Ni, ®2Ni, %*Cu,
GSCU, 75AS, QSMO, 98MO, 99Ru, 101RU, 103Rh, 105Pd, 108Pd, 111Cd, 114Cd, 189037 191|r7
19208, 193"', 194Pt, 195Pt, ZOOHg, 201Hg, 207Pb e 208Pb por |CP-MS.34

As interferéncias causadas pelo C, por sua vez, podem promover a supressao
ou aumento do sinal analitico para alguns elementos e estdo relacionadas com
alteracbes nos mecanismos de ionizagcdo no plasma ou simplesmente diferenca de
viscosidade da solugcdo da amostra e das solugdes de calibragdo. Grindlay et al.
verificou que em concentragcdes superiores a 5000 mg L™ de C, ocorre a supressao
de sinal de até 15% para uma série de linhas de emissdo de alguns elementos (As,
Br, Cl, I, P, S e Se) na determinagao por ICP OES, principalmente para a linhas de
emissao atémicas.®’

Em um estudo semelhante realizado por Wiltsche et al., foi verificado o efeito
do C no sinal analitico de 157 linhas de emissdo de diversos elementos nas
determinagées por ICP OES.* Segundo os autores, concentragdes de até 8000 mg L
de carbono (na forma de fenilalanina), ndo causam aumento ou supressédo do sinal
analitico para a maioria das linhas de emissao avaliadas, com exceg¢ao das linhas de
emissao As (I), Be (ll) e Se (I) para as quais foi observado um aumento de sinal de até
22%. Os autores comentam, a partir dos dados experimentais, que as interferéncias
causadas pelo C dependem de uma combinagao de cinco fatores: i) tipo de fonte de C
que pode promover mudangas na nebulizacdo da amostra; ij) reacdes de transferéncia
de carga induzidas pelo C; iii) mudangas na impedancia do plasma causadas pela
introducdo de C no plasma; iv) efeito “termal pinch” e v) o estado fisico da fonte de
carbono.®

A técnica de ICP-MS, por sua vez, € mais suscetivel que a técnica de ICP OES a
interferéncias causadas pelo carbono residual presente nas solu¢gdes dos digeridos.
Segundo Miiller et al.,** concentracdes de C superiores a 250 mg L" ja sdo
suficientes para causar interferéncias na determinagao de alguns isétopos, tais como

Cr e "*As.** Por fim, segundo Allain et al., glicerol com concentragdo de 1 mol L™
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(36000 mg L"), causa aumento de sinal de até 600% na determinagao de As, Au, Hg
e Se por ICP-MS.*®

2.3 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA

Na maioria das técnicas analiticas, ainda € necessario que a amostra esteja
na forma de uma solugdo para ser introduzida no plasma indutivamente acoplado.
Diferentes métodos de digestdo de amostras s&o relatados para amostras com
matriz de diferentes tipos, com destaque especial para utilizacdo do aquecimento
utilizando a energia das micro-ondas combinada com o uso de acidos minerais.
Assim, o preparo de amostras € uma etapa importante na sequéncia analitica,
contudo apresenta alguns riscos relacionados a contaminacédo e perdas por
voIatiIizac;éo.6

Quando se trata de métodos visando a posterior determinagcdo de metais,
geralmente sado utilizados acidos concentrados, podendo fazer uso de sistemas
abertos ou fechados. Porém quando utilizados sistemas abertos, além de possiveis

contaminagdes, podem ocorrer perdas de elementos volateis tais como Hg e As.% 3%

40
A seqguir, serao abordados métodos de decomposi¢cao de amostras orgéanicas
por via umida, através de aquecimento assistida por radiacdo micro-ondas em

sistemas fechados, bem como algumas particularidades quanto ao uso de H,0,.% 3
40

2.3.1 Decomposigao por via umida assistida por radiagao micro-ondas

O preparo de amostra com a utilizagdo da energia das micro-ondas permite
uma forma de aquecimento alternativa, possibilitando que a digestdo da amostra
ocorra através da interagdo entre a energia das micro-ondas com a amostra e o
reagente oxidante. As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas e a energia
associada a estas ondas esta relacionada diretamente a frequéncia e no
comprimento de onda. As micro-ondas se encontram na faixa de frequéncia de 300 a
300,000 MHz, porém para evitar interferéncias nas redes de telecomunicagao é
permitido que para fins industriais e cientificos a frequéncia seja 900 ou 2450 MHz.

Nas decomposicdes de amostras assistidas por radiacdo micro-ondas, quando o
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reagente absorve a radiagao micro-ondas ocorrem os fenbmenos de migragao idnica
e rotacdo de dipolos, posteriormente convertidos em calor e, consequentemente,
ocorre 0 aquecimento do sistema. Todos os ions em solucdo contribuem para o
aquecimento do sistema, porém é dependente da concentracdo e mobilidade dos
ions, a rotagédo de dipolos esta relacionada com o alinhamento da molécula quando
é aplicado um campo elétrico ao sistema.*® *!

A decomposigcdo das amostras organicas em sistemas fechado ou aberto tem
por objetivo a degradagdo da matéria organica, com uso de um reagente oxidante.
Geralmente € empregado o HNO3;, em virtude de ser um forte agente oxidante,
permitir a solubilizacdo de boa parte dos metais na forma de nitratos soluveis e de
ser um reagente de facil purificacdo. Apesar do HNO3; ser um reagente com um alto
potencial de oxidacdo e com varias aplicacdes em preparo de amostra, existem
algumas desvantagens como a geracgéo de residuos toxicos apds a decomposi¢cao
da amostra.® Ademais, geralmente é necessario realizar a diluicdo dos digeridos em
virtude da alta acidez residual, para ndo ocorrer interferéncias no processo de
determinacao por ICP OES e ICP-MS.*

Para aumentar a temperatura de decomposi¢cdo do HNOsj;, geralmente séo
realizadas misturas com outros acidos, como o H,SO, e HCL.® *° Além disso, em
funcdo da dependéncia do poder de oxidacdo do HNO3; com a temperatura, as
empresas fabricantes de sistemas de micro-ondas desenvolveram de sistemas de
digestdo que operam em temperaturas e pressdes cada vez mais elevadas. Neste
sentido, foi desenvolvido o sistema com cé&mara unica de reagdo (SRC) pela

empresa Milestone, que sera apresentado no item seguinte.®’

2.3.2 Sistema de decomposi¢ao com camara unica de reagao

O sistema de decomposicdo onde o aquecimento ocorre através de radiagao
micro-ondas em uma camara unica de reacao fechada desenvolvido pela empresa
Milestone ¢ ilustrado na Figura 1. O equipamento pode ser operado sob temperatura
e pressao mais altas, até 300 °C e 199 bar, respectivamente. O sistema possui uma
camara pressurizada com um gas inerte, onde sdo adicionados agua e HNO3, ou
outro reagente (responsaveis pela absor¢ao das micro-ondas), juntamente com os

frascos contendo as amostras.® ’
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Figura 1- llustragdo do sistema de decomposigcdo por camara unica de reagao
(SRC), Milestone.

AN
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@ @ refrigerador Magnetron
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Amostra Solugio
Guia de onda
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Esse sistema possui algumas vantagens tais como permitir a decomposi¢éo
simultanea de diversas amostras, com matriz tanto organica quanto inorganica, e de
massas mais altas de amostra (até 1,5 g).” ** Existem relatos na literatura onde se

utilizada o sistema de SRC para a decomposicdo de amostras de mel,*! figado

18, 31 43, 44

bovino, leite em pd, nanotubos de carbono,* farmacos® e outras

46, 47

petrdleo,
matrizes, utilizando como reagentes HNO3 e H,0,.%2

Sendo assim, o sistema SRC avaliado no presente trabalha para a
decomposicdo de SNE, devido a alta temperatura e pressao permitidas pelo

sistema.
2.3.3 Peroéxido de hidrogénio

Na atualidade, deve-se ter grande cuidado em relagdo a geragao de residuos,
buscando-se atender aos preceitos da quimica analitica verde. Nesse contexto, a
utilizacao de reagentes como o HyO,, que se degrada formando agua e oxigénio
molecular (Equacéo 1), € bem-vinda. Assim, o uso do H,0,, quando comparado ao
HNO3; e outros acidos minerais, é vantajosa devido ao manuseio mais facil e menor
geragao de residuos.

2 H202(aq) — 2 H20() + Oz (1)
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O peroxido de hidrogénio € comercializado em concentra¢des entre 20 e 60%
(v/v). Além disso, o H,O, € um oxidante forte, possuindo um potencial padrdo de
reducdo de 1,77 V, sendo o seu uso como oxidante para preparo de amostra ainda
ndo esta totalmente difundido.® Contudo, existem poucos trabalhos publicados na
literatura que relatam o uso de H,O, de forma isolada, e geralmente o mesmo é
utilizado em misturas com outros acidos (HNOs; e H,SO,4).° Provavelmente, a
limitagdo na utilizacdo do H,O,, como agente oxidante dos componentes organicos
que constituem a amostra, seja em decorréncia da utilizagdo de sistemas de
digestdo que nao permitam maiores pressdes. Além, do aumento da pressao em
decorréncia da produgao dos gases da oxidagao da matéria organica, ha também a
produgdo de oxigénio a partir do H,O, (degradacgao térmica) que contribui para o
aumento da pressé&o do sistema de digestéo.

O primeiro trabalho que relata o uso de H,O, como agente oxidante, sob altas
temperaturas e pressdes, data de 1973. Nesse trabalho, Denbsky et.al.*® avaliou
decomposicdo de diversas amostras bioldégicas, com altas quantidades de
carboidratos, proteinas e gorduras, propondo a decomposicdo de até 15 g de
amostra. No sistema construido em acgo pelo préprio pesquisador, a temperatura e
pressao limite eram 370 °C e 400 atm, respec:tivamente.48

Alguns anos apds o primeiro relato do uso do H,O,, em 1985, Matusiewicz et
al.*® propos a utilizagdo do H,O, para a digestdo de anéis de arvores ricos em
celulose para a posterior determinacdo elementar por ICP OES combinado com
vaporizagao eletrotérmica (ETV). Os autores realizaram o preparo de amostras
através de uma decomposicdo em bombinhas de teflon em sistema fechado,
juntamente com H,O, 50% v/v sob temperaturas de até 125 °C. Os autores relatam
que a eficiéncia de decomposicao esta diretamente relacionada a concentracao de
H,O. e a temperatura.*®

Alguns trabalhos mais recentes relatam o uso de H,O, na decomposigcao de
amostras no SRC, Miuller et al. realizaram determinagdo elementar em figado
bovino, leite em po, farinha e mel apds serem decompostos no referido sistema.'® 2"
¥ No primeiro trabalho, até 500 mg de leite em pd foram eficientemente digeridos
com 8 mL de H,O, 50% a 250 °C e 199 bar, produzindo digeridos com 918 mg L de
carbono residual e com pH mais alto do que os digeridos obtidos com HNOj;

concentrado.”® O método proposto mostrou-se exato, ndo foi observada diferenca



24

significativa entre os resultados obtidos para a digestdao com H,0O, ou com HNO3;
para diferentes materiais de referéncia certificados.’® Para demonstrar a
adequabilidade da digestdo com H;O,, perante os preceitos da Quimica Verde,

Muller et al.®’

propuseram a digestdo de alimentos ricos em carboidratos (farinha,
leite em pd e mel) e classificacdo do método segundo a “Analytical Eco-Scale”.®' Os
autores observaram a decomposicao eficiente de até 1,25 g de amostra com 8 mL
de H,O, 50% (v/v), havendo producdo de digeridos com carbono residual inferior a
400 mg L™. Ainda de acordo com os autores, 0 método proposto atingiu o escore de
85, que o classifica como “excelent green analysis” de acordo com a “Analytical Eco-

Scale”.*!

2.3.4 Compostos organicos refratarios a digestao acida por via umida

A determinagcdo de carbono na solugdo dos digeridos permite avaliar a
eficiéncia da decomposicdo da amostra. Neste sentido, observa-se
experimentalmente que para algumas amostras organicas a concentragédo de
carbono residual € maior do que para outras. Isto pode ser justificado pelo fato de
que alguns compostos organicos sdo mais refratarios ao ataque com HNO3.*°

Trabalhos iniciais, em 1989, feitos por Wurfels et al.®® avaliaram a eficiéncia
de decomposicédo de diferentes compostos orgéanicos utilizando HNOj;. Como
método de preparo das amostras, os autores utilizaram sistema fechado com frascos
de politetrafluoretieno (PTFE), em temperatura de 180 °C (aquecimento
convencional) durante 3 h, para 90 mg de amostra adicionada de 2 mL de HNO3.*°

Apds a decomposi¢cao de alguns destes compostos (aminoacidos, acidos
graxos, acidos nucleicos) presentes em amostras biolégicas, foi analisado teor de
carbono residual (RCC, do inglés residual carbon content) dos digeridos. Dentre os
compostos organicos mais refratarios ao ataque com HNO3, destacam-se a histidina,
fenilalanina, triptofano e acido linoleico, cujos valores de RCC foram 31, 57, 12,2 e

11,4%, respectivamente.>



3 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo s&o descritos as amostras, 0s reagentes, equipamentos,
instrumentos e materiais necessarios para o desenvolvimento do trabalho, bem

como a descrigdo dos procedimentos utilizados.
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3.1 INSTRUMENTACAO

As decomposicbes foram realizadas em um forno de micro-ondas (modelo
UltraWave, Milestone, Italia), que possui camara unica de reacdo feita de aco e
revestida com frasco de PTFE. O sistema é equipado com 5 frascos de quartzo com
capacidade individual de 40 mL, temperatura e pressao maxima de 300°C e 199 bar.
A poténcia maxima do equipamento pode chegar a 1500 W e seu resfriamento é
realizado através da passagem de um fluxo de agua pelo sistema. A cavidade do
sistema é pressurizada utilizando 40 bar de argbnio (pureza 99,0, White Martins,
Brasil). Uma balanga analitica (modelo AY220, Shinadzu do Brasil, Brasil), com
resolugao de 0,0001g e carga maxima de 220 g foi utilizada para a pesagem das
amostras.

A determinagdo da acidez residual nos digeridos foi realizada utilizando um
titulador automatico (modelo titrando 836, Metrohm, Suiga) equipado com médulo de
agitacdo magnética (modelo 803 Ti Stand, Metrohm), bureta de 20 mL (modelo
Dosino 800, Metrohm) e um eletrodo de pH combinado para meio aquoso (modelo
6.0262.100, Metrohm). Para a determinagcdo do pH foi utilizado um potenciémetro
digital (781 pH/lon Meter, Metronm), com resolugdo de 0,01 unidades de pH, que
possui um eletrodo de vidro combinado (6.0258.010, Metrohm).

A determinacdo de As, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, Se, Zn e C foi feita
utilizando um espectrémetro de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado
(Spectro Cirus CCD®, Spectro Analytical Instruments, Alemanha), equipado com
nebulizador fluxo cruzado (cross-flow), camara de nebulizagdo de duplo passo (tipo
Scott) e tocha com tubo injetor de quartzo. Para a determinagao de As, Cd, Co, Cr,
Mn, Mo, Pb e Se foi utilizado um espectrdbmetro de massa com plasma
indutivamente acoplado (modelo ELAN® DRC I, PerkinElmer-SCIEX, EUA),
equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard, EUA), camara de nebulizagéao
ciclénica (Glass Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm
de diametro.

Na Tabela 1 estéo citadas as condi¢cdes de operacido desses equipamentos.
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Tabela 1- Condi¢gdes operacionais para a determinacao elementar por ICP OES e

ICP-MS.
Parameter ICP OES ICP-MS
Poténcia de radiofrequéncia, W 1400 1300
Vazdo do gas principal, L min ™ 15,0 15,0
Vazdo do gas auxiliar, L min ™ 0,20 1,2
Vazdo do gas nebulizador, L min ™ 0,7 1,15
Camara de nebulizagao, tipo Duplo passo Ciclbnica
Nebulizador, tipo Cross-flow Concéntrico
Analito Linha de emisséo, nm Is6topo, m/z
As 193,629 (I) 75
c? 193,030 (I) -
Ca 396,847 (I -
Cd - 114
Co 283,563 (Il 59
Cr 205,552 (II) 53
Cu - 65
Fe 238,204 (I) -
K 766,491 (1) -
Mg 280,270 (1) -
Mn 259,373 (I 55
Mo - 98
Na 589,592 (1) -
P 213,617 (1) -
Pb - 208
Se 196,026 (1) 82
Zn 213,856 (I) -
YP 371,029 (Il -

@ C foi avaliado para a eficiéncia de decomposigéo

®Y foi utilizado como padrdo interno para a determinacdo de C
(I) Linha de emissao atbmica

(I Linha de emisséao ibnica

Os resultados foram avaliados estatisticamente utilizando o softwave Graph
Stad (GraphPad InStat Software, EUA) com nivel de confianca de 95%.
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3.2 REAGENTES

A agua utilizada passou por um processo de destilagdo, deionizagdo em uma
coluna de troca inica e finalmente purificada por um sistema Milli-Q® (Millipore,
EUA), possuindo assim uma resistividade de 18,2 MQ cm. Os métodos
desenvolvidos fazem uso de H,O, P.A (30%, Vetec, Brasil), H,O, (50%, Vetec) e
HNO3; P.A. (65%, Vetec). O HNO3 passa por um processo de destilagdo abaixo do
seu ponto de ebulicdo (em sistema de destilagdo de quartzo, modelo duoPUR,
Milestone).

A determinacdo dos analito por ICP OES e ICP-MS foram feitas mediante
calibragdo externa utilizando solugéo de referéncia (SCP 33 MS, 10 mg L', SCP
Science, Canadd). As determinagdes de RCC foram realizadas por ICP OES,
mediante uma curva de calibragdo com 7 pontos (5 a 500 mg L'1) de C, preparada a
partir de uma solugéo de acido citrico monohidratado (Vetec) em HNO3; 5% a 1000
mg L™ de C. A exatiddo da concentragdo de calibracéo para carbono foi avaliada
através de uma solucéo de referéncia de carbono (Inorganic Ventures, EUA) e como
padrao interno foi utilizado Y (1000 mg L™ Fluka, EUA) na concentracdo final de 1
mg L.

Nas técnicas de ICP OES e ICP-MS o plasma foi gerado com o uso de gas
argbnio de alta pureza (99,998, White Martins, Brasil), também utilizado como gas
de nebulizagao e gas auxiliar.

Para a determinagéo de acidez residual, uma solugéo de KOH (0,1 mol L") foi
preparada a partir do reagente solido (KOH P.A., Merck), que foi dissolvido em agua,
e foi utilizado como titulante na determinagao da acidez. A padronizacdo do KOH foi
feita com biflatato de potassio (CgHsKO4, Merck), previamente seco a 105 °C durante
2 h.

3.3 AMOSTRAS

As amostras de SNE foram doadas pelo Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM). As amostras de O6leos de girassol e canola, xarope de glicose foram
adquiridas no comércio local (Santa Maria - RS). O acido linoleico (C19H320,),
caseinato de sodio, a DL-fenilalanina (CgH11NO), L-histidina (CeHgN3O,, 99% de
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pureza), L-metionina (CsH1{NO,S, 98% de pureza) e o T-triptofano (C41H12N202, 98%
de pureza) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA).

Neste trabalho foram analisadas 9 amostras de SNE, as amostras foram
nomeadas aleatoriamente como AM1, AM2, AM3, AM4, AM5, AM6, AM7, AM8 e
AM9. Para o desenvolvimento do método foi utilizada apenas a amostra AM5, em
vitude de sua composicdo, com elevado percentual de proteinas (20%),
carboidratos (35%) e gorduras (45%), informados no rétulo do produto, na Tabela 2
esta mostrada a composicdo das 9 amostras.

A avaliacdo da exatiddo do método proposto foi feita mediante analise de
material de referéncia (RM) de leite em po integral (NIST 8435, Whole milk poder,
USA).

Tabela 2- Composi¢ao das amostras (%).

Composicéo AM1 AM2 AM3 AM4 AM5 AM6 AM7 AM8 AM9
Carboidrato 55,0 48,9 489 550 350 7,0 450 410 41,0
Gordura 300 355 355 30,0 450 10,0 380 420 350
Proteina 150 16,0 16,0 150 200 18,0 170 17,0 24,0

3.4 PROCEDIMENTOS DE DECOMPOSIGCAO DAS AMOSTRAS

3.4.1 Decomposig¢ao por via umida assistida por radiagao micro-ondas em
sistema SRC

Para a realizagao do trabalho foi empregado o sistema UltraWave, utilizando
um rotor com 5 frascos de quartzo com capacidade de 40 mL. Massas de 250, 500,
700, 1000 e 1500 mg de SNE foram digeridas com H,O, 30, 40 ou 50% (v/v). Os
volumes de H,0O, avaliados foram 6, 8 e 10 mL, enquanto que temperaturas
compreendidas entre 190 e 250 °C foram utilizadas.
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O copo de PTFE foi preenchido com uma mistura constituida de 130 mL de
HO e 5 mL de HNO; concentrado conforme orientagbes do fabricante.
Posteriormente, os frascos com as amostras previamente pesadas com o H;O,,
foram alocados no suporte e introduzidos no interior do copo de PTFE. O sistema foi
fechado, pressurizado com Ar até 40 bar e aplicado o programa de aquecimento

conforme Tabela 3. A Figura 2 ilustra as etapas do programa de digestao.

Tabela 3- Programa de aquecimento utilizado para a decomposi¢ao de amostras de
solucao de nutricao enteral (SNE) mediante sistema SRC.

Etapa Poténcia, W Rampa, min TemApo d € Temperatura, °C
permanéncia, min
1 1500 25 10 250

2" 0 . . -

*Etapa de resfriamento
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Figura 2- Etapas envolvidas na decomposicdo de solugdo de nutricdo enteral,
utilizando o sistema de SRC. A) Frasco reacional de PTFE, com a adigao
de 130 mL de H,O e 5 mL de HNOg; B) Frascos de 40 mL de quartzo, com
1 g de amostra e 8 mL de H,0, 50% v/v; C) Frascos com a amostra sao
fixados no rotor; D) Introdugc&o das amostras na cavidade; E) Fechamento
manual e com trava de segurancga; F) Pressurizacdo do sistema com até

40 bar com argbnio; G e H) Frascos com as amostras decompostas,

depois de serem retirados da cavidade.

Apoés a digestéo, os digeridos foram transferidos para frascos volumétricos e
avolumados a 25 mL.

Como meétodo comparativo ao proposto, foi realizada digestdo de 1 g de
amostra de SNE, com 8 mL de HNOj; concentrado, a temperatura de 250°C, no
mesmo sistema pressurizado a 40 bar.

Para a decomposi¢ao dos compostos presentes na formulagdo das SNE, foi
realizado um estudo variando-se a massa de amostra, sendo que 100, 200 e 400 mg
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foram decompostos a 250°C, com 8 mL de H,O, 50 % (v/v) no sistema de SRC.
Dessa forma, foi realizada a decomposi¢cao de 6leo de canola e girassol, xarope de
glicose e caseinato de sodio. Apés a decomposi¢éo, os extratos foram avolumados
com agua a 25 mL e posteriormente realizada a determinacao de C residual.

O mesmo procedimento foi seguido para os aminoacidos (histidina, triptofano
e fenilalanina) e o acido linoleico, sendo decompostos 400 mg das substancias, com
8 mL de H;O, ou 8 mL de HNOj; O fluxograma da Figura 3 resume o0s

procedimentos e parametros avaliados neste trabalho.
3.5 DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONO RESIDUAL

A concentracao de C foi determinada por ICP OES. As solucbdes das amostras
digeridas foram diluidas com HNO3 5% sendo adicionada Y, como padrdo interno de
modo a se obter 1 mg L™ do elemento. Posteriormente, as amostras foram purgadas
durante 2 min com Ar, para eliminagdo do CO;, dissolvido em solugdo. Esse
procedimento foi realizado previamente a determinagdo de C por ICP OES, tanto

para as solucdes de calibracdo quando amostras.
3.6 DETERMINACAO DA ACIDEZ RESIDUAL

A determinacdo da acidez residual foi realizada por titulacdo potenciométrica
em meio aquoso. Para tanto, 100 a 1000 mg dos digeridos foram diluidos com agua
até 30 mL. A titulacdo foi feita com solugdo de KOH 0,1 mol L™, previamente

padronizada com biflatato de potassio.
3.7 DETERMINACAO DO pH DOS DIGERIDOS
As amostras, apos o processo de decomposi¢ao foram avolumadas a 25 mL

com agua ultrapura e, subsequentemente, realizada a determinagéo do pH, com um

eletrodo vidro combinado.



Figura 3- Fluxograma dos procedimentos e parametros avaliados.
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Avaliacao da
exatidao

Oleo de girassol e canola,
Xaropede glicose,
caseinato de sodio

Avaliacdo damassa(100,
200e 400 mg)

Avaliagdo com H,0,50%

Aminoacidos:
triptofano, histidina,
fenilalanina.
Gordura: acidolinoleico

Avaliagcdo com HNO,
14,4mol L-'e H,0, 50%

ICP-OES-C

250 mg Whole milk
powder(NIST8435)+ 8
mL H,0,

ICP-OES (As, C, Ca, Co,
Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, P,
SeelZn)

ICP-MS (Cd, Cu, Moe
Pb)



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo mostrados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento do procedimento de decomposicdo das amostras SNE, utilizando
como oxidante o H,O, em sistema de SRC e posterior determinagcdo elementar por
ICP OES e ICP-MS. Inicialmente foi desenvolvido um método de analise, aplicando-
o0 posteriormente para uma variedade de amostras. A exatiddo do meétodo foi
verificada comparando os resultados obtidos pelo método proposto com aqueles
obtidos por digestdo por via umida assistida por radiagdo micro-ondas, fazendo uso
de HNOj; concentrado. Para esse fim, também foi analisado RM para avaliar a
exatiddo. Ademais, foi realizada a digestédo dos principais componentes organicos
presentes nas formulagbes das solugbes de nutricdo enterais (carboidratos,
gorduras e proteinas). Por fim, foi avaliada a eficiéncia de digestdo do sistema SRC
com H,0O, e HNO3; para algumas substancias organicas sabidamente refratarias a

oxidag&o por via umida em sistema fechado.
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4.1 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE H,0, NA DIGESTAO DA SNE

Inicialmente, é importante destacar que para o desenvolvimento do método foi
utilizada a amostra AM 5. A avaliagao da eficiéncia de digestao foi feita baseada na
concentracao de C residual.

O primeiro parametro avaliado foi a concentragcdo do peréxido de hidrogénio.
Nesse sentido, inicialmente foi realizado um estudo utilizando 1 g de amostra e 8 mL
de H,O; nas concentragdes de 30, 40 e 50% (v/v).

Na Figura 4 € mostrada a concentragdo de C residual nos digeridos de SNE
para H,O, nas concentragdes de 30, 40 e 50%. Como esperado, a condi¢cao
empregando H,0, 50% apresentou uma menor concentragao de C residual (711 mg
L'1). Diante disso, concentracdo de H,O, 50% foi escolhido para a realizacao dos

demais experimentos.

Figura 4- Concentracdo de C residual para a decomposi¢cdo de 1 g de SNE com 8
mL de H,0,.
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4.2 AVALIACAO DA TEMPERATURA DO SISTEMA SRC NA DIGESTAO DA SNE

A avaliagdo da temperatura foi feita com a finalidade de se determinar a
eficiéncia da decomposi¢cdo de SNE, utilizando o sistema SRC. Dessa forma, foram
feitos experimentos a 190, 230 e 250 °C. Apesar do equipamento de SRC permitir
até 300 °C, temperaturas superiores a 250 °C nao foram testadas para minimizar
eventuais desgastes no sistema.

A avaliacédo da temperatura foi realizada com a massa de aproximadamente 1
g de amostra, com 8 mL de H,O, 50%. Conforme observado na Figura 5, ha uma
relagdo direta entre temperatura e eficiéncia da digest&o, de forma que para 250 °C
houve a menor concentragao de C residual. A mesma influéncia da temperatura nas
digestdes com H,0, foi reportada por outros trabalhos na literatura.'® 3’

Em vista da maior eficiéncia de digestdo a 250°C, os demais experimentos

foram realizados empregando essa temperatura.

Figura 5- Concentracao de C residual para diferentes temperaturas decomposicao
de 1 g de SNE com 8 mL de H20, 50%.
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4.3 AVALIACAO DO VOLUME DE H,0,

Subsequentemente, foi avaliada a influéncia do volume de H;O, 50%
adicionado. Para tanto, foram conduzidas digestdes no sistema SRC, empregando
os volumes de 6, 8 e 10 mL de reagente. Na Figura 6 € mostrada a concentragao de
C residual obtida apds a digestdo da amostra em funcao dos diferentes volumes de
H,0O, adicionados. Nesta Figura 6 pode-se observar que com o aumento do volume
de H,0O; a concentragédo de C residual diminuiu. Quando comparados os resultados
de C residual obtidos para 8 e 10 mL de H;O, 50%, foi possivel observar que nao
houve diferencga significativa entre os resultados segundo o teste t-Student (nivel de
confianga de 95%). Assim, o volume de H;O, 50% escolhido foi de 8 mL, pois ha
geragcdo de menor quantidade de residuos quando comparado com 10 mL,

atendendo aos principios da Quimica Verde.

Figura 6- Concentragdo de C para diferentes volumes de H,O, 50%, com 1 g de
SNE e temperatura de 250 °C.
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4.4 AVALIAGAO DA MASSA DE AMOSTRA



38

Outro importante parametro que deve ser avaliado nos métodos de digestéo é
a massa de amostra. O sistema SRC permite decompor até 1,5 g de amostra, sem
comprometer a eficiéncia de decomposicdo*?. Desta forma, foram avaliadas massas
de amostra de 250, 500, 700, 1000 e 1500 mg de SNE. Inicialmente, & importante
destacar que a decomposicdo de 1500 mg de amostra produziu digeridos com a
presenca de um residuo branco insoluvel, sendo um indicativo da decomposi¢ao
incompleta. Por outro lado, quando a massa de amostra foi igual ou inferior a 1000
mg, nao foi observada a presenca de material insoluvel. Na Figura 7 observa-se,
como esperado, um aumento da concentragdo de C residual com o incremento da
massa de amostra. Para 1000 mg de amostra a concentragao de C residual foi 711
mg L que, segundo a literatura nao produz interferéncias na determinagao
multielementar por ICP OES.* Segundo Wiltsche et al. concentragdes de até 8000
mg L™ de C (na forma de fenilalanina) ndo produzem interferéncias significativas nas
determinagdes por ICP OES.*

As determinagdes por ICP-MS, por sua vez, requerem digeridos com
concentracdo de C ainda menor. De acordo com a literatura, para a maioria dos
isétopos nao € observada supressdo ou aumento do sinal analitico para solucdes
contendo até 2000 mg L™ de C, com excegdo dos isétopos *2Cr, >*Cr e "°As.>* Para
esses isotopos, concentragdes de C superiores a 250 mg L ja sao suficientes para
produzir interferéncias na determinacédo destes elementos.®* Assim, em funcao da
concentracdo de C (711 mg L ™) no digerido obtido a partir de 1000 mg de SNE,
todos os elementos previamente selecionados também podem ser determinados por
ICP-MS, com excecao de Cr e As. Estes dois elementos foram determinados por ICP
OES devido a pronunciada interferéncia do carbono na determinacdo dos mesmos
por ICP-MS.
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Figura 7- Concentragdo de C para a decomposigao de diferentes massas de SNE, a
temperatura de 250 °C com 8 mL de H,0, 50%.
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4.5 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA PRESSAO NA EFICIENCIA DA DIGESTAO
COM H20,

Uma vez que muitos sistemas comerciais baseados no uso da radiagao
micro-ondas suportam pressoes inferiores a suportada pelo sistema SRC (199 bar),
foi realizado um ensaio com a pressao do equipamento limitada a 80 bar (pressao
maxima atingida por alguns sistemas comerciais) para verificar a eficiéncia de
digestdo com H;0, 50%. A massa de amostra decomposta neste experimento foi
500 mg com 8 mL de Hy;O, 50% sendo o programa de aquecimento o mesmo
previamente otimizado. Como mostrado na Figura 8, quando o sistema atingiu a
pressédo de 80 bar, a temperatura manteve-se constante em 220 °C, n&o atingindo
250 °C. Desta forma, evidenciou-se a necessidade da utilizagdo de sistemas que
suportem pressbes mais elevadas, permitindo temperaturas mais elevadas e,
consequentemente uma melhor eficiéncia da digestdo, quando esta for realizada
com Hy0O, somente, Figura 9. A influéncia da pressao também €& mostrada na Figura
10, onde se observa que a concentragao de C residual no digerido diminui com o

aumento da pressao do sistema.
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Figura 8- Gréfico da pressédo e temperatura, limitando o sistema SCR a 80 bar (-)
presséo (-) temperatura com 500 mg de SNE com 8 mL de H,0, 50%.
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Figura 9- Grafico da pressdo e temperatura, limitando o sistema SCR a 160 bar (-)
pressao (-) temperatura com 1000 mg de SNE com 8 mL de H,0, 50%.

300 - - 300
250 - L 250
© 200 - - 200 o
- [yv]
E 0
= o
£ 150 - - 150 1
Q w
2 o
| L o
o 100 100
50 - - 50
0 T T T T 0
0 10 20 30 40 50

Tempo, min



41

Figura 10- Concentragdo de C residual, utilizando 500 mg de SNE com 8 mL de
H>O, 50% a 80 e 160 bar.
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4.6 DIGESTAO DE SNE UTILIZANDO HNO; CONCENTRADO NO SISTEMA SRC

Para fins de comparacdo a amostra AM5 foi digerida utilizando HNO3
concentrado em substituicdo ao H,O,, mantendo as demais condi¢des que foram
otimizadas. Inicialmente, 500, 700 e 1000 mg de amostra foram digeridos com 8 mL
de HNOj3; concentrado a 250°C. Na Figura 11 sdo mostrados os valores de C residual
e acidez residual em fungdo da massa de amostra. De forma analoga ao que fora
constatado para o H,O,, observa-se aumento da concentracdo de C residual com o
incremento da massa de amostra. Contudo, a concentracdo de C residual quando
utilizado o HNO; para decompor 1000 mg de amostra (123 mg L de C) foi

significativamente menor que a observada quando utilizado o H,0..
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Figura 11- Concentragéo de C residual e concentragdo de acidez residual (m mol L)
para diferentes massas de SNE, temperatura de 250°C e volume de 8 mL
de HNO3; concentrado.
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No que diz respeito a acidez residual, observa-se na Figura 10 um valor de
aproximadamente 8 mol L™ de HNO; nos digeridos. De acordo com a literatura
solucdes contendo até 2,8 mol L' de HNOs; (v/v) ndo causam interferéncias
significativas nas determinacdes por ICP-MS.** Assim, fez-se necessaria a diluicdo
dos digeridos com HNO3;, em pelo menos 3 vezes para evitar interferéncias nas
determinagdes por ICP-MS e ICP OES. Neste caso, houve prejuizo do LD, em
funcdo da diluicdo necessaria para evitar as interferéncias decorrentes da elevada
acidez residual.

De forma comparativa, a acidez residual nos digeridos obtidos com H,0O, foi
desprezivel, ndo tendo sido possivel a sua quantificacdo através da titulacao
potenciométrica. Salienta-se ainda que o pH dos digeridos obtidos com H,0, 50% foi
aproximadamente 4,0, enquanto que para os digeridos obtidos com o HNO3; o pH foi
0,0.

Assim, tanto do ponto de vista analitico quanto no que diz respeito aos
preceitos da Quimica Verde, os digeridos obtidos com H,O, sdo considerados mais

adequados do que aqueles obtidos com HNO3.
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4.7 DECOMPOSICAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS PRESENTES NA
COMPOSICAO DA SNE

Para tentar compreender a influéncia dos compostos organicos presentes na
SNE, na concentragao de C residual nos digeridos, estes compostos foram digeridos
com H;0O; 50% no sistema SRC. Foram digeridas amostras de xarope de glicose
(fonte de carboidrato na SNE), caseinato de sodio (fonte de proteina na SNE) e
Oleos de canola e girassol (fonte de lipidio na SNE). Massas de 100, 200 e 400 mg
destas substancias foram digeridas com Hy0, 50%, seguindo-se o método
desenvolvido para SNE. Como mostram as Figuras 12, 13, 14 e 15, maiores valores
de C residual foram obtidos para os lipidios (6leo de canola e girassol) e proteina
(caseinato de sédio). Desta forma, a fonte de carboidrato (xarope de glicose) é mais
facilmente oxidada pelo H,O, do que as fontes de lipidio e proteina. Assim, as
maiores contribuicbes para o C residual obtidos para a amostra de AM5 sao
provenientes das fontes de proteina e lipidio. Resultados reportados na literatura
também foi demostrado que matrizes ricas em gordura e proteina sdo mais

refratarias a oxidagdo com H.O, do que matrizes ricas em carboidratos.'® 485
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Figura 12- Concentragcao de C residual em fungcdo da massa de 6leo de canola
digerido a 250°C com 8 mL de H,0, 50%.
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Figura 13- Concentragcdo de C residual em funcdo da massa de 6leo de girassol
digerido a 250 °C com 8 mL de H20;, 50%.
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Figura 14- Concentragao de C residual em fungdo da massa de caseinato de sédio
digerido a 250°C com 8 mL de H,0; 50%.

Concentragao de C residual,

1

mg L

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0

100 200 400

Massa de amostra, mg

Figura 15- Concentragao de C residual em fungdo da massa de xarope de glicose a
250°C com 8 mL de H,0, 50%.
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4.8 AVALIACAO DO CONTEUDO DE CARBONO RESIDUAL (RCC) EM
SUBSTANCIAS ORGANICAS REFRATARIAS A OXIDAGAO POR VIA UMIDA

Wurfels et al. avaliaram a eficiéncia da decomposicdo de diversas
substancias organicas em sistema fechado usando HNOgj; concentrado e
aquecimento resistivo, com temperatura e pressdes maximas de 180 °C e 20 bar,
respectivamente.”®  Os autores observaram que para algumas substancias
organicas, tais como aminoacidos (histidina, triptofano e fenilalanina) e acidos
graxos insaturados (acido linoleico, por exemplo), valores de RCC (maiores que

10%) foram encontrados.

Desta forma, para verificar a eficiéncia de digestdo de algumas destas
substancias refratarias a oxidacdo por via umida em sistema fechado, foram
conduzidos experimentos utilizando-se o sistema SRC com Hy0O, 50% e HNOj;
concentrado como agente oxidante. E importante destacar que ndo foram
encontrados relatos na literatura do comportamento destas substancias refratarias a
oxidacdo em sistemas de alta pressao (superior a 20 bar), ou mesmo sobre a

utilizacao de H,O, somente.

Assim, foram conduzidos experimentos envolvendo a digestdo de 400 mg de
histidina, triptofano, fenilalanina e acido linoleico, com 8 mL de HNO3; concentrado ou
H,O, 50% no sistema SRC. Nas Figuras 16, 17, 18 e 19 sdo apresentados os
valores de RCC para estas substancias orgéanicas utilizando o sistema SRC (250 °C
e 160 bar). Inicialmente, de acordo com Figura 16 observa-se que os valores de
RCC obtidos para histidina foram menores quando o HNOj; foi utilizado como
oxidante em comparagdo com o H;O,. Por outro lado, quando comparados com o
valor relatado por Wurfels et al. (RCC de 31% para histidina) constata-se que os
valores de RCC obtidos para a digestdo com HNO3; e H,O, no sistema SRC séao
muito menores (cerca de 9 vezes). Isto, pode ser justificado pela maior temperatura
e pressao atingidas no sistema SRC, com consequente incremento do poder de
oxidacdo do HNO; e H,0,.%°
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Figura 16- Variagao do RCC em fungao do agente oxidante foram adicionados 8 mL
na digestao de 400 mg de histidina a 250°C.
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Nos valores de RCC para o triptofano (Figura 17) ndo se observou diferenga
significativa entre os valores obtidos para o H,O, (RCC de 6,7%) e o HNO3 (RCC de
6,4%). Diferentemente do que foi observado para a histidina, os valores de RCC
para o H,O, e HNO3; ndo diferem significativamente. Isto, pode ser explicado pela
presengca do anel aromatico no triptofano, que quando reage com o HNO; é
desativado, diminuindo a reatividade do anel. A reagdo com o H,O, provavelmente,
nao promove a desativagao do anel e assim valores de RCC proximos foram obtidos
para o H,O, e HNO3. Os valores de RCC obtidos para o sistema SRC, com H,0, ou
HNO3; como oxidantes, sdo menores do que o observado por Wurfels et al. (RCC de
12,2%), provavelmente em fungcdo das condicbes mais drasticas de presséo e

temperatura permitidas pelo SRC.*°

Os resultados de RCC para o ultimo aminoacido analisado (fenilalanina) sao
apresentados na Figura 18. Diferentemente do que foi observado para os outros
aminoacidos, os valores de RCC obtidos para o H,O, foram significativamente
menores do que os valores obtidos para o HNO3;. Novamente, a justificativa para o
menor valor de RCC para o H,O, (RCC de 9,3%) do que para o HNO3 (RCC de

25,2%), pode ser a presenca do anel aromatico na estrutura da fenilalanina e a
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consequente desativagcdo deste anel na presenga do HNO3; como oxidante. Os
resultados reportados por Wurfels et al. para a fenilalanina séao significativamente

superiores (RCC de 57%) aos observados para o sistema SRC.*

Figura 17- Variagcdo do RCC em fungc&o do agente oxidante foram adicionados 8 mL

na digestdo de 400 mg de triptofano a 250°C.
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Figura 18- Variagao do RCC em fungao do agente oxidante foram adicionados 8 mL

na digestao de 400 mg de fenilalanina a 250°C.

H,0, 50% HNO,
Agente Oxidante

Os valores de RCC para o acido linoleico digerido com H,O, ou HNO3; sao
apresentados na Figura 18, onde observa-se que os valores de RCC para o HNO;
sdao menores do que os observados para o H,;O..Isso pode ser explicado pelas
insaturagdes presentes nos acidos graxos, que sdo menos suscetiveis a oxidagao
com H;O, do que com HNOj3. Contudo, fazem-se necessarios estudos adicionais
para verificar esta diferenca de reatividade dos acidos graxos insaturados frente ao
H>0, e HNOg. Por fim, os valores de RCC obtidos para o sistema SRC, com H,0; e
HNO3; como oxidantes, sao significativamente inferiores aos obtidos por Wurfels et al.
(RCC de 17,3%). Novamente afirma-se que as condi¢gdes de temperatura e pressao
mais drasticas permitidas pelo sistema SRC justificam os menores valores de
RCC.*
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Figura 19- Variagao do RCC em fungao do agente oxidante foram adicionados 8 mL

na digestao de 400 mg de acido linoleico a 250°C.
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4.9 DETERMINAGCAO MULTIELEMENTAR UTILIZANDO ICP OES E ICP-MS APOS
A DECOMPOSICAO EMPREGANDO H,0, E HNO; NAS SNE

Apos as avaliagdes dos parametros e a escolha das melhores condigao para
decomposicao, foram analisadas 9 amostras de SNE, as quais foram decompostas
com 8 mL de Hy;O, 50%. Para avaliacdo da exatiddo do método, as 9 amostras
foram também decompostas com HNOj;. Os elementos investigados foram
determinados por ICP OES e ICP-MS, cujos resultados sdo apresentados nas
Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8 juntamente com as concentragdes informadas nos rétulos das
SNE. E importante destacar que, em funcdo da possibilidade de interferéncias
causadas pelo C, nos digeridos obtidos com H;O, 50% As, Cr e Se foram
determinados por ICP OES, enquanto que para os digeridos obtidos com HNOj;
estes elementos foram determinados por ICP-MS. Cabe destacar também que os

digeridos obtidos com HNO3; foram diluidos com agua 3 vezes.

Nas Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8 pode-se observar que as concentragdes de As, Cd

e Pb séo baixas, em algumas amostras estdo abaixo dos LDs. Porém, é importante
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destacar que ndo ha legislacdo para limites maximos permitidos para estes

elementos téxicos em SNE.

Com relagdo aos elementos essenciais, conforme as Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8
observa-se que as concentragdes de alguns deles, tais como Ca, K, Na e P, séo
inferiores aquelas indicadas em alguns rétulos das SNE. A concentragéo de Ca para
a amostra AM1, K para as amostras AM2, AM4 e AM8, P amostra AM4 e Na para a
amostra AM8 estao em concentragdes inferiores as indicadas pelo fabricante.

Quanto a avaliacdo da exatiddo das amostras, ndo se observou diferencga
significativa (teste t-Student, nivel de confian¢ca de 95%), entre os resultados para o
método proposto com H,0O, 50% quando comparado com o método que faz uso de

HNO3 concentrado.



Tabela

4- Resultados obtidos para a determinacdo elementar (ug g'1) nas amostras de SNE por ICP OES? e ICP-MS® apos

decomposigao utilizando H,O, e HNO3 (média + desvio padrao, n = 3) e valores informados nos rétulos das SNE

AMA1 AM2
Analito H.0, HNO; Informado no Rétulo H.O, HNO; Informado no Rétulo
As < 0,25° < 0,006° - < 0,25° < 0,006° -

Cd® < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -

Ca® 841 + 42 803 + 33 1111 1088 + 128 1249 + 98 1104

CoP < 0,001 < 0,003 - 0,009 + 0,001 0,009 + 0,002 -

Cr <0,10° 0,049 + 0,01° 0,044 <0,10? 0,09 + 0,05° 0,09

CuP 1,1+0,1 1,2+0,1 - 1,9+ 0,1 1,8+ 0,1 -

Fe? 13+1,0 15+ 0,9 17 18+25 22+17 22

K2 1479 + 125 1525 + 173 1713 1600 + 164 1586 + 141 1849

Mg® 253 + 21 240 + 23 240 360 + 25 347 + 33 310

Mn? 23+0,1 23+0,1 2.4 4,4 +0,3 45+0,3 4.6

Mo® 0,09 + 0,01 0,09 + 0,01 0,13 0,14 + 0,01 0,15 + 0,01 0,14

Na? 1010 + 122 1150 + 94 879 1200 + 159 1151 + 121 1232

p? 816 + 80 799 + 70 796 1100 + 135 1045 + 125 993

Pb° < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -

Se < 0,50° 0,03 +0,01° 0,03 < 0,50° 0,07 £ 0,01° 0,08

Zn° 82+0,7 78+0,7 8,0 16+ 1,0 15+ 0,9 17
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Tabela 5- Resultados obtidos para a determinacédo elementar (ug g'1) nas amostras de SNE por ICP OES? e ICP-MS apds

decomposigéo utilizando H,O, e HNO3 (média + desvio padrdo, n = 3) e valores informados nos rotulos das SNE.

AM3 AM4

Analito H.O, HNO; Informado no Rétulo H.O, HNO; Informado no Rétulo
As < 0,252 < 0,006° - < 0,252 < 0,006° -
CdP < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
Ca? 688 + 82 701 + 38 756 755 + 95 795 + 71 937
CoP < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
Cr < 0,102 0,06 + 0,01° 0,06 < 0,102 0,04 +0,01° 0,10
CuP 16 +0,3 1,7+ 0,1 - 1,5+ 0,45 1,4+ 0,1 -
Fe? 12+0,9 14+0,5 22 13+1,3 13+1,2 24
K2 1254 + 114 1306 + 133 1417 1300 + 172 1530 + 108 2153
Mg? 236 + 23 224 + 19 217 290 + 33 263 + 17 288
Mn? 25+0,2 29+0,3 3,1 26+02 21+0,2 -
Mo 0,08 + 0,01 0,09 + 0,004 0,01 0,15+ 0,02 0,15+ 0,02 0,22
Na? 1010 + 132 988 + 135 945 812 + 73 795 + 750 956
p? 683 + 67 716 + 52 680 965 + 31 835 + 83 1188
Pb° < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
Se < 0,502 0,04 +0,01° 0,05 < 0,502 0,10 + 0,02° 0,10
Zn° 13+ 1,1 11+1,3 11 17 £ 2,2 15+ 0,9 17
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Tabela 6- Resultados obtidos para a determinacédo elementar (ug g'1) nas amostras de SNE por ICP OES? e ICP-MS apds

decomposicao utilizando H,O, e HNO3 (média + desvio padrao, n = 3) e valores informados nos rétulos das SNE.

AM5 AM6

Analito H.O, HNO; Informado no Rétulo H.0, HNO; Informado no Rétulo
As <0,25° < 0,006° - <0,25° < 0,006° -
Cd® < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
ca? 2003 + 179 1934 + 138 1882 702 + 75 758 + 108 914
Co® 0,009 + 0,001 0,007 + 0,001 - < 0,001 < 0,003 -
Cr <0,10° 0,08 + 0,01° 0,12 <0,10° 0,08 + 0,02° -
cuP 2,3+0,1 2,3+0,1 - 1,8 +0,1 1,9+ 0,1 2,0
Fe® 24+£15 24 +1,8 24 18+ 1,8 20+ 1,8 23
K? 1341 + 129 1332 + 123 1561 1395 + 144 1322 + 146 1372
Mg?® 172 + 16 171+ 13 184 195 + 29 175+ 19 182
Mn?® 5,1+0,1 47+0,2 4,9 45+0, 1 45+0,3 5,5
Mo® 0,19 + 0,01 0,18 + 0,01 0,18 < 0,02 <0,03 -
Na? 581 + 42 582 + 51 551 1204 + 123 1236 + 133 1418
pa 1288 + 144 1100 + 133 1102 719 + 56 787 + 67 503
Pb® < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
Se < 0,50° 0,11 +0,01° 0,012 < 0,50° 0,15+ 0,01° 0,09
Zn° 25+1,3 21+1,6 22 30 £+ 2,4 26+ 1,9 29




Tabela

55

7- Resultados obtidos para a determinagdo elementar (ug g'1) nas amostras de SNE por ICP OES? e ICP-MS apds

decomposicao utilizando H,O, e HNO3 (média + desvio padrao, n = 3) e valores informados nos rétulos das SNE.

AM7 AMS8

Analito H.O, HNO; Informado no Rétulo H.O, HNO; Informado no Rétulo
As?® <0,25° < 0,006° - <0,25° < 0,006° -
CdP < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
ca? 1870 + 183 2048 + 198 927 730 + 42 758 + 31 744
CoP 0,003 + 0,001 0,007 + 0,0005 - < 0,001 < 0,003 -
Cr 0,17 £ 0,012 0,14 + 0,01° 0,03 <0,10° 0,06 + 0,01° 0,03
CuP 0,89 + 0,06 0,97 + 0,01 0,83 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1
Fe? 20+2,8 17 +1,5 12 14 +1,8 16+ 1,2 16
K2 1412 + 123 1398 + 153 1480 1652 + 141 1639 + 165 2048
Mg® 275 + 20 253 + 21 213 223 + 18 226 + 17 232
Mn? 3,4+0,2 32+0,10 2,59 2,9+ 0,01 2,9+0,02 2.7
MoP 0,10 + 0,01 0,10 + 0,02 0,09 0,11 + 0,01 0,11 + 0,01 0,07
Na? 736 + 47 746 + 62 974 838 + 62 952 + 91 1350
p? 1417 + 135 1549 + 125 788 636 + 78 662 + 59 603
Pb° < 0,001 < 0,003 - < 0,001 < 0,003 -
Se < 0,50° 0,05 + 0,003 0,041 < 0,50° 0,06 + 0,01° 0,06
Zn° 15+ 0,9 13+0,8 8,3 14+ 0,8 12+ 0,6 12
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Tabela 8- Resultados obtidos para a determinagao elementar (ug g'1) nas amostras
de SNE por ICP OES? e ICP-MSP apds decomposicéo utilizando H,0, e

HNO;3; (média + desvio padrdo, n = 3) e valores informados nos rotulos

das SNE.
AM9

Analito H,0, HNO; Informado
As < 0,25° < 0,006° -
CdP < 0,001 < 0,003 -
Cca? 639 + 58 635 + 39 674
CoP 0,003 + 0,001 0,005 + 0,001 -
Cr 0,16 + 0,022 0,17 + 0,02° 0,13
CcuP 20+0,1 1,9+0, 1 2,0
Fe? 15+ 1,4 16+ 1,3 18
K2 1665 + 169 1658 + 152 1872
Mg? 355 + 18 351 + 28 346
Mn? 38+0,3 35+0,1 3,6
Mo 0,12 + 0,01 0,13 + 0,01 0,11
Na? 936 + 82 1009 + 99 1226
p2 856 + 74 840 + 65 767
Pb° < 0,001 < 0,003 -
Se < 0,50° 0,07 £ 0,01° 0,08
Zn° 12+0,8 11 +0,7 13

4.9.1 Decomposigao de material de referéncia (RM) empregando H,0,

Além da comparacao dos resultados obtidos para H,O, e HNO3, utilizados

na digestdo de SNE a avaliacdo da exatiddo da digestdo com H,O, também foi

realizada mediante analise de material de referéncia (RM do inglés reference

material) de leite em po integral (NIST 8435). Em virtude de ndo haver material

referéncia de SNE, o RM de leite em p6 foi utilizado, tendo em vista sua composigao

rica em carboidratos (43%), gorduras (21%) e proteinas (26%). Na Tabela 9 estéo
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informadas as concentracbes determinadas no leite em p6 digerido com H,O, 50%

no sistema SRC, bem como os valores de referéncia.

Tabela 9- Resultados obtidos para a determinagdo elementar (ug g™') por ICP OES?
e ICP-MSP? em RM de leite em pé utilizando SRC com H,0, 50%.

Analito H.O, Valor de referéncia
As? < 0,25 -

cd® < 0,001 0,0002
ca? 10231 + 1043 9220 + 940
CoP 0,04 + 0,001 -

cuP 0,44 + 0,04 0,46 + 0,08
Fe® 2,1+0,10 1,8+ 1,1
K@ 12840 + 900 13630 + 470
Mg? 879 + 62 814 + 76
MnP® 0,21 + 0,01 0,17 + 0,05
Mo 0,26 + 0,01 0,29+ 0,13
Na? 3413 + 260 3560 + 400
pa 7780 + 390 7800 + 490
PbP 0,10 + 0,033 0,11 + 0,05
Se® < 0,50 0,13 + 0,014
Zn® 28 +1,9 28 + 3,1

A partir dos resultados foi possivel observar que os resultados obtidos na
digestdo com H,O, no sistema SRC n&o apresentam diferenga significativa (teste t-
student, nivel de confianga de 95%) quando comparados com os valores de
referéncia, com excec¢ao do As, Cd, Co e Se cujos valores de referéncia nao estao
disponiveis ou os valores obtidos pelo método proposto sao inferiores ao LD. De
qualquer foram, o método proposto para SNE, utilizando somente H,O,, pode ser

considerado exato.
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4.9.2 Limites de deteccao

O limite de deteccao esta relacionado a quantidade minima de analito
presente na amostra que pode ser detectado, onde os valores do LDs foram
estabelecidos a partir de 10 medidas do branco considerando a média e o desvio
padrdo, para cada analito. O LD é expresso como trés vezes o desvio padrao

somado a concentracdo média do branco e dividido pela sensibilidade.

Na Tabela 10 estdo mostrados os resultados para os LDs obtidos pelas
técnicas de ICP OES e ICP-MS apds digestdao em sistema SRC utilizando H2,0, 50%
e HNO3; concentrado. A maioria dos limites de detecgao obtidos para a digestdo com
H,O, € melhor do que os obtidos com HNOj;, com excecado dos elementos As, Cr,
Na, P, Se e Zn. Em virtude da diluicdo necessaria, para minimizar os efeitos da
acidez residual, os limites detecgao para o HNO3; s&o piores do que os observados

para o H,O,.

No caso dos elementos As, Cr e Se os LDs sdo maiores para o método que
utiliza H,O, pelo fato das determinacdes terem sido realizadas por ICP OES em
decorréncia da concentragcdo de C residual nestes digeridos. Para Na, P e Zn os
maiores valores de LDs para a digestdo com H,0, sao justificadas pela

contaminagao deste reagente com estes elementos.
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Tabela 10- Limites de detecgao (ug g'1) obtidos para o método de preparo de

amostra para HNO3; e H,O, por SRC.

LD
Analito H,0, HNO;
As 0,25° 0,006°
Cd® 0,001 0,003
ca® 0,3 0,9
Co® 0,001 0,003
Cr 0,10° 0,06b
Cu® 0,005 0,015
Fe® 0,03 0,09
K? 4 12
Mg® 0,002 0,006
Mn? 0,01 0,03
Mo® 0,02 0,06
Na? 450 9
pa 118 3
Pb® 0,001 0,003
Se 0,50° 0,03°
Zn° 0,35 0,06




5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos digestdo de amostras de
SNE em sistema de alta pressédo (SRC) com o uso de H,O, e HNO3 para a amostra
e posterior determinacdo multielementar por ICP OES e ICP-MS. Em uma primeira
analise, ambos os métodos avaliados foram obtidos digeridos sem a presenca de
material insolivel. No que diz respeito a eficiéncia de digestéo, os digeridos obtidos
com HNO3; concentrado apresentaram menor concentracdo de carbono residual do
gue os digeridos obtidos com H,0O, 50%. As concentracdes de C residual em ambos
os digeridos nao interferiu nas determinagdes por ICP OES e ICP-MS para a grande
maioria dos elementos, com exce¢do dos elementos As, Cr e Se nos digeridos
obtidos com H,0,. Ficou evidente também que a digestdo com H,0O, deve ser feita
em sistemas que permitam elevadas pressdes (acima de 100 bar) para garantir o

maior poder de oxidacéo do H,0..

Com relacdo a acidez residual, nos digeridos obtidos com HNO3;
apresentaram valores de acidez residual de 55% necessitando-se diluir o digerido
(pelo menos 3 vezes) para minimizar a supressao de sinal nas determinac¢des por
ICP OES e ICP-MS. Ja nos digeridos obtidos com H,O, a acidez residual foi
desprezivel e estes puderam ser analisados diretamentos por ICP OES e ICP-MS.
Neste sentido observa-se um prejuizo para os LDs quando a amostra € digerida com
HNOg3, se comparada a digestdo com H,O,. Além disso, cabe destacar que a
digestdo com H,0,, apresentam as caracteristicas que atendem melhor aos
preceitos da Quimica Verde, pois o0s principais produtos decorrentes da oxidacdo da
matéria organica pelo H,O, sdo a agua e o oxigénio.

Na investigacdo da eficiéncia de digestdo com H,O, das principais
substancias presentes nas SNE, observa-se que o caseinato de sédio (fonte de
proteina) e os oleos (fonte de lipidios) sédo mais dificeis de serem oxidados do que o
xarope de glicose (fonte de carboidrato), pois continham maiores concentragoes de
C residual. De igual maneira, foi investigada a digestdo de algumas substancias
organicas (histidina, triptofano, fenilalanina e acido linoleico) notadamente refratarias
a oxidacdo em sistema fechado por via umida, observando-se que o C residual, era
menor que o encontrado em trabalhos prévios envolvendo sistemas que suportam

baixas pressfes. As condi¢cdes de pressao e temperatura mais drasticas permitidas
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pelo sistema SRC utilizado no presente trabalho, garantem uma melhora do poder

de oxidacédo do H,0O, e HNOg3, o0 que justifica o teor de C residual.

Nas amostras de SNE analisadas, as concentracdes de As, Cd e Pb séao
inferiores aos respectivos LDs. Além disso, elementos essenciais tais como Ca, K,
Na e P estavam presentes em concentracdo inferior a informada no rotulo da
embalagem do produto, mas auséncia de legislacdo que trate da variacdo permitida

para a concentracdo destes elementos impede uma analise mais profunda.

Por fim, a partir dos resultados para o material de referéncia (RM, NIST 8435
Whole Milk Powder), pode-se afirmar que o método de digestdo com H,O, e exato,
ja que ndo ha diferenca significativa (teste t-Student, nivel de confianga de 95%),

dos valores obtidos pelo método proposto e os valores de referéncia.
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