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absorption spectrometry
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RESUMO

Métodos de preparo de amostra por decomposi¢do por via imida em sistema
fechado assistido por micro-ondas, decomposi¢éo por via seca, decomposi¢cdo por
via Umida em sistema aberto e solubilizacdo com hidroxido de tetrametilamonio
(TMAH) foram avaliados para a posterior determinacdo de As, Cd e Pb em carne
(aves, bovina, equina e suina), figado (suino), rim (bovino e suino) e produtos
carneos (linguica, presunto e salsicha). A determinacdo foi feita utilizando as
técnicas de espectrometria de absorcdo atémica com forno de grafite (GF AAS),
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Em relacéo
aos métodos recomendados pela norma AOAC, a decomposi¢do por via Umida em
sistema fechado mostrou-se adequada para a posterior determinacdo de As, Cd e
Pb, porém com a decomposicdo por via seca houve perdas de As. Os métodos
propostos (via Umida em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH) foram
otimizados avaliando a massa de amostra, volume de reagentes, tempo,
temperatura, entre outros parametros. As condicbes selecionadas para a
decomposicdo por via umida em sistema aberto foram de 2 g de amostra, 10 mL de
HNO3; + 1 mL de H,O, em 150 °C por 2 horas. A otimizacdo do procedimento de
solubilizac&o alcalina foi realizada empregando planejamento fatorial. As condi¢des
selecionadas foram 500 mg de amostra, 500 pL de TMAH e solubilizacdo em
banho-maria a 90 °C por 120 min com agitacdo de 150 rpm. A recuperacao de As,
Cd e Pb por adicao de analito foi satisfatéria para a decomposi¢ao por via Umida em
sistema aberto (95 a 105%) e solubilizagdo com TMAH (95 a 104%). Os resultados
para os materiais de referéncia certificados (musculo e figado bovino) também foram
concordantes (>95%). Os métodos de preparo de amostra propostos foram
adequados para posterior determinacdo de As, Cd e Pb em carne e produtos
carneos, proporcionando baixo custo e elevada capacidade de processamento de
amostras. Além disso, os mesmos podem ser aplicados tanto para amostras in
natura quanto liofilizadas e a determinacéo pode ser feita por ICP OES e GF AAS.
Dentre as amostras analisadas, todas apresentaram teores de As, Cd e Pb inferiores

aos limites maximos preconizados na legislagéo.
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ABSTRACT

Sample preparation methods, such as microwave-assisted wet digestion, dry
ashing, wet digestion in open system and tetramethylammonium hydroxide (TMAH)
solubilization were evaluated for subsequent As, Cd and Pb determination in meat
(poultry, bovine, equine and pork), liver (pork), kidney (beef and pork) and its
products (sausage, ham and spicy sausage). The determination was executed using
atomic absorption spectrometry with graphite furnace (GF AAS), optical emission
spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES) and mass spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP-MS) technigues. Regarding the methods
recommended by the AOAC, the wet decomposition in a closed system was
adequate for the subsequent determination of As, Cd and Pb but in dry ashing
method As losses occurred. The proposed methods (wet open system and
solubilization with TMAH) were optimized by evaluating parameters such as sample
mass, reagents volume, time, temperature and others. The selected conditions for
open decomposition system using digestion block were 2 g of sample mass, 10 mL
of HNO3 + 1 mL of H,O, at 150 °C for 2 hours. The alkaline solubilization procedure
was executed employing factorial design. The selected conditions were 500 mg of
sample mass, 500 puL of TMAH and water bath solubilization at 90 °C/120 min with
150 rpm agitation. The As, Cd and Pb recovery by spiking was satisfactory for open
system decomposition (95 to 105%) and TMAH solubilization (95 to 104%). The
results obtained for the certified reference materials (bovine muscle and liver) were in
agreement (> 95%) with certified valves. The sample preparation methods proposed
were considered appropriate for subsequent As, Cd and Pb determination in meat
and similar products, offering low cost and high samples throughput. Moreover, they
can be applied for both fresh and freeze-dried samples and the determination can be
made by ICP OES and GF AAS. Among the samples analyzed, all showed levels of
As, Cd and Pb below the maximum recommended in the legislation.



1. INTRODUCAO

A presenca de elementos tdéxicos em produtos de origem animal pode resultar
tanto da contaminacdo ambiental quanto do uso intencional de substancias ou do
tipo de dieta dos animais.*®* Dessa forma, a crescente busca por qualidade de vida e
conscientizacdo dos consumidores tem conduzido diversos paises a estabelecer
programas de monitoramento de residuos e contaminantes em alimentos.

O Brasil, atualmente maior exportador mundial de carne bovina e de aves,
tem estabelecido planos de controle visando a adequacdo as exigéncias
internacionais e a protecdo a saude da populacdo. Em relacdo ao controle de
contaminantes inorganicos em carnes, a legislagcdo brasileira regulamenta o
monitoramento de As, Cd e Pb.**

Este controle de qualidade em alimentos demanda metodologias confiaveis,
rapidas e de facil aplicacdo.®* Dentre os métodos de preparo de amostras biolégicas
utilizados atualmente para a posterior determinacdo de elementos-tragos,

15,35

destacam-se a decomposi¢cdo por via Umida em sistema aberto, por via Umida

em sistema fechado assistido por micro-ondas,***" decomposicéo por via seca,**

66,109 85,94

extracao, preparo de suspensdes® e andlise direta de sélidos.

104 Spisso, B. F., Nobrega, A. W., Marques, M. A. S., Ciéncia & Saude Colet. 14 (2009) 2091 - 2106.

19 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n°® 08, de 29 de abril de 2010, Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF (2010).

61 Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.

15 Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.

% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

9 Cid, B. P., Boia, C., Pombo, L., Rebelo, E., Food Chem. 75 (2001) 93 - 100.

4 Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A., Nogueira, A. R. A., Talanta 79 (2009)
396 - 401.

32 Coni, E., Bocca, A., Coppolelli, P., Caroli, S., Cavallucci, C., Marinucci, M. T., Food Chem. 57 (1996) 253 - 260.

2 1332en, M., Food Chem. 80 (2003) 119 - 123.

66 Lopez-Garcia, I., Vifias, P., Romero-Romero, R., Hernandez-Cdrdoba, M., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 48 - 55.
199 1okman, N., J. Hazard. Mat. 143 (2007) 87 - 94.

6 Baratkiewicz, D., Talanta 56 (2002) 105 - 114.

% Nomura, C. S., Silva, C. S., Oliveira, P. V., Quim. Nova 31 (2008) 104 - 113.

o Ribeiro, A. S., Vieira, M. A,, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann, U., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta
Part B 60 (2005) 693 - 698.
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A maioria dos métodos de preparo de amostras sdo baseados no uso de
acidos concentrados, especialmente em condicdes de alta temperatura e presséo.®
Além disso, o0 uso de hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) e reagentes fortemente
alcalinos sdo empregados com sucesso, especialmente em métodos de extracao,
solubilizag&o e preparo de suspensdes. O tratamento de amostras com TMAH € uma
interessante alternativa que tem demonstrado eficiéncia na solubilizacdo de
amostras biolégicas, apresentando como vantagens a simplicidade e rapidez no
preparo.t°

Procedimentos de preparo de amostras tém sido desenvolvidos com base em
conceitos como minimizacao de erros devido a perdas ou contaminacao e facilidade
de processamento de grande numero de amostras.”® No entanto, muitos
procedimentos vigentes ainda sdo baseados em métodos de decomposicao
inadequados para alguns analitos, como a via seca.®

Para a determinagdo de metais em alimentos, a norma AOAC recomenda
como preparo de amostra a decomposicdo por via Umida em sistema fechado
assistido por micro-ondas e a decomposicdo por via seca. JA as técnicas de
determinacao recomendadas séo a espectrometria de absor¢cdo atbmica com chama
(F AAS) e a espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS).
Entretanto, outras técnicas como a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) também tém sido utilizadas nos laboratérios,
permitindo anélises multielementares.

Baseado nos pressupostos acima, este trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de métodos adequados de preparo de amostra para posterior
determinacao de As, Cd e Pb em carne e produtos carneos utilizando as técnicas de
GF AAS, ICP OES e ICP-MS. Para isso, foram avaliados os métodos de
decomposicdo por via seca, via Umida em sistema fechado assistido por

micro-ondas, via umida em sistema aberto e solubiliza¢do alcalina com TMAH.

82 Noébrega, J. A., Santos, M. C., Sousa, R. A,, Cadore, S., Barnes, R. M., Tatro, M., Spectrochim. Acta Part B 61 (2006)
465 - 495.

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
69 Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.
% Ridgway K., Lalljie S. P. D., Smith R. M., J. Chromatogr. A 1153 (2007) 36 - 53.

Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.



2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliografica encontra-se dividida em 4 partes, compreendendo 0s
principais assuntos abordados neste trabalho. Inicialmente, € apresentada uma
breve discussdo sobre contaminantes inorganicos em alimentos, principalmente
carneos. Em seguida, sédo discutidos os métodos de preparo de amostra mais
comumente empregados e algumas recentes alternativas. Na terceira e quarta parte
sdo descritas as técnicas utilizadas para determinacdo de metais e metaldides em

alimentos, além dos métodos oficiais recomendados.
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2.1. CONTAMINANTES EM ALIMENTOS

2.1.1. Controle de residuos e contaminantes em alimentos

A legislacéo brasileira controla os residuos e contaminantes em alimentos

através do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC).?* O
monitoramento, realizado desde 1979, tem como objetivo o controle de substancias
empregadas na agropecuaria, deteccdo da administracdo ilegal ou abusiva de
substancias e presenca de contaminantes ambientais em produtos de origem
animal.?1%*
O PNCRC é periodicamente revisado e a legislacdo atualmente em vigor é a
Instrucdo Normativa n°® 08/2010 que estabelece o controle de residuos e
contaminantes em carnes, ovos, leite e mel. Neste plano sdo estabelecidos os
grupos de contaminantes, matriz, limites maximos de tolerancia e os planos de
amostragem. A legislacdo brasileira estabelece os limites maximos baseados na
recomendacdo do Codex Alimentarius, através do Regulamento (EC) n° 1881/2006°
(EC) n° 333/2007! a Comunidade da Uni&o Européia.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) dividem as responsabilidades
referentes aos riscos de agravo a saude decorrente da exposicdo humana a
residuos. Em consequéncia de auditorias da missdo européia, o uso de alguns
medicamentos de uso veterinario foi proibido.’®* Em relacdo aos contaminantes
inorganicos, a Portaria n°® 31/2002 determinou o cancelamento dos registros de
produtos contendo principios ativos a base de arsenicais e antimoniais destinados a

2
.20

alimentacdo animal.”” Atualmente, apesar do uso proibido na Unido Européia, é

autorizado no Brasil o uso terapéutico dos arsenicais, mas € proibido o seu uso

como aditivos promotores de crescimento.®*

% Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Portaria n°® 86, de 26 de janeiro de 1979, Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF (1979).

104 Spisso, B. F., Nobrega, A. W., Marques, M. A. S., Ciéncia & Saude Colet. 14 (2009) 2091 - 2106.

%9 commission regulation (EC) N° 1881/2006 of 19 December 2006, Official J. Europ. Union (2006).

31 commission Regulation (EC) N° 333/2007 of 28 March 2007, Official J. Europ. Union (2007).

%0 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Portaria n°® 31, de 29 de janeiro de 2002, Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF (2002).
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2.1.1.1. Contaminantes inorganicos em carnes

Desde 2004, o Brasil é o maior exportador mundial de carne bovina e aves, e
0 quarto maior exportador de carne suina. Os principais mercados para as
exportacdes de carne do Brasil incluem a Unido Européia, Russia, Hong Kong e
Japao. O Brasil também € o quarto maior exportador de carne equina, cuja producao
é destinada principalmente para Bélgica, Italia, Japao e Holanda.”’

Neste cenério, segundo o Ministério do Desenvolvimento, Inddstria e
Comércio Exterior (MDIC), o Brasil se consolida como o principal produtor e

I.”" As exportacdes tém sido impulsionadas

exportador de proteina de origem anima
no Brasil pela combinacdo do aumento dos rendimentos e disponibilidade imediata
de recursos de terra e animais para apoiar a producao de carne. Contudo, o maior
acesso ao mercado global dependerd da capacidade de implementar e manter
controles sanitarios, de residuos e contaminantes em alimentos.**

Em relacdo ao controle de contaminantes inorganicos em carnes, a legislacao
brasileira regulamenta o monitoramento de As, Cd e Pb em musculo e rim. Os
elementos e respectivos limites méaximos variam em funcéo da matriz e da espécie

de carne (bovina, equina, suina e aves), conforme mostrado na Tabela 1.*°

Tabela 1. Limites méximos do PNCRC para contaminantes inorgénicos em carnes.

Limites maximos (ug kg™, base umida)/Tipo de carne

Elemento Matriz Bovina Equina Suina Aves
Arsénio Musculo - 10 - 500
Rim 1000 - 2000 -
Cédmio Musculo - 200 - -
Rim 1000 - 1000 1000
Chumbo Rim 500 500 500 500

Fonte: Instrugcdo Normativa n® 08/2010 - MAPA.

! Ministério do Desenvolvimento, Indlstria e Comércio Exterior. A Cadeia Produtiva de Carnes. Disponivel em
http://www.mdic.gov.br//sitio/internal/interna.php?area=2&menu=855. Acesso em: 11/08/2011.
115Valdes, C, Brazil Emerges as Major Force in Global Meat Markets. Disponivel
http://www.ers.usda.gov/AmberWaves/April6/Findings/Brazil.htm. Acesso em: 11/08/2011.
19 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Portaria n° 08, de 29 de abril de 2010, Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF (2010).
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Nos produtos industrializados o controle € realizado pelo Servigo de Inspecao
Federal (SIF) que coleta e remete amostras aos laboratérios oficiais. A analise de
residuos no ambito do PNCRC tem como propésito obter informacfes sobre os
niveis médios regionais, permitindo localizar areas de contaminacdo ambiental.’
Uma série de procedimentos é adotada a medida que alguma amostra apresenta
ndo conformidade em relacdo aos limites permitidos pela legislacdo. E executado
um inquérito para exploracdo de procedéncia e o proprietario ndo pode vender,
trocar ou dar os animais existentes a data de producédo referenciada sem
autorizacdo da autoridade competente. Os animais a que correspondam as analises
ndo conformes s&o abatidos e reprovados para consumo publico.®

Segundo o Relatério de Resultados do PNCRC Carnes no exercicio de 2010,
dentre as amostras coletadas no periodo, as espécies de carne bovina (0,97% das
amostras), suina (1,52%), aves (0,20%) e equina (4,92%), apresentaram nao
conformidades devido a presenca de contaminantes inorganicos. As néo
conformidades estavam relacionadas a contaminacdo de Cd em amostras de rim da
espécie bovina, suina e aves, além da contaminacdo de As e Cd em musculo da

espécie equina.?
2.1.2. Contaminagéo de As, Cd e Pb em alimentos

2.1.2.1. Arsénio

7

O As é um metaldide que ocorre em diferentes formas organicas e
inorganicas, encontrado no meio ambiente por ocorréncia natural e/ou por atividade
antropogénica.®®” A mineralizagcdo natural e a atividlade de microorganismos

potencializa a mobilizagcdo de As no meio ambiente, mas a intervengcdo humana tem

7 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instru¢cdo Normativa n° 42, de 22 de dezembro de 1999,
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (1999).
Brasil. Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e Pescas. Relatério de Resultados PNCRC 2008.
Disponivel em http://www?2.dgv.minagricultura.pt/higiene_publica/docs/Relat%C3%B3rioresultados2008.pdf.
Acesso em: 15/06/2011.

% Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecuéria. Instrucéo
Normativa n° 06, de 25 de fevereiro de 2011, Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (2011).

*L Hughes, M. F., Toxicol. Let. 133 (2002) 1 - 16.
87 Mandal, B. K., Suzuki, K. T., Talanta 58 (2002) 201 - 235.
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agravado a contaminac&0.%® As principais aplicacdes deste elemento incluem a
producdo de semicondutores, pigmentos, fabricacdo de vidro, pesticidas e
farmacos. 0367

O metabolismo do As tem um papel importante na sua toxicidade.® As
espécies inorganicas de As sdo mais toxicas que as organicas. Além disso, as
espécies trivalentes tém propriedades mais toxicas que a espécies
pentavalentes.’®*® O mecanismo exato da acdo ndo é conhecido mas varias
hipoteses tém sido propostas.’®®* Em nivel bioquimico, o As inorganico no estado
pentavalente pode substituir o fosfato em diversas reacdes.* J4 no estado trivalente,
inorganico e organico, podem reagir com tidis em proteinas e enzimas inibindo suas
atividades.*>!

Peixes e frutos do mar contém majoritariamente As na forma organica.
Entretanto, em muitos alimentos apresenta-se essencialmente na forma inorganica
(entre 65 a 75% em leite, produtos lacteos, carnes e cereais, e 85 a 95% em arroz e
legumes).®’

Apesar da tendéncia de compostos arsenicais organicos serem plenamente
substituidos por outros reconhecidamente mais eficientes, a principal contaminacéo
na carne ocorre através destes compostos que sdo ainda muito usados na racao
para a avicultura e suinocultura (controle de enterites bacterianas).!’” O composto
organico de As amplamente adicionado a alimentacdo de frangos de corte € o
Roxarsone (acido 3-nitro-4-hidroxilfenilarsonico), cuja estrutura molecular € mostrada
na Figura l. Este composto € usado para controlar a coccidiose (controle de
parasitas intestinais) melhorando, assim, a eficiéncia alimentar. Além disso, este
composto proporciona a estimulacdo de crescimento e aumento da pigmentacédo. A

dose geralmente empregada na dieta é de 45,4 mg kg'l na racdo, sendo que a maior

% Duker, A. A, Carranza, E. J. M., Hale M., Environ. Int. 31 (2005) 631 - 641.

19 Basu, A, Mahata, J., Gupta, S., Giri, A. K., Mutat. Res. 488 (2001) 171 - 194.

6" Mandal, B. K., Suzuki, K. T., Talanta 58 (2002) 201 - 235.

38 EFSA, European Food Safety Authority, Panel on Contaminants in the Food Chain; Scientific Opinion on Arsenic in

5 Food, EFSA J. (2009), Disponivel em: www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.
Hughes, M. F., Toxicol. Let. 133 (2002) 1 - 16.

7 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instru¢cdo Normativa n° 42, de 22 de dezembro de 1999,
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (1999).
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parte é excretada sem a alteracdo do composto.'** Adicionalmente, a contaminac&o

da carne pode ocorrer devido & exposicdo ambiental dos animais.*’

OH

Figura 1. Estrutura molecular do Roxarsone

Os principais efeitos adversos a saude séo lesbes dérmicas, doencas
cardiovasculares, respiratérias, pulmonares, gastrointestinais, imunoldgicas,
hematoldgicas, hepdaticas, renais, neuroldgicas, de desenvolvimento, de reproducao
e efeitos genotdxicos, mutagénicos e cancerigenos.®’ Os érgdos mais afetados sdo
agueles envolvidos com a absorcao, acumulacdo e/ou excrecdo de As, como o trato

gastrointestinal, sistema circulatério, figado e rins.>®

2.1.2.2. Cadmio

O Cd é um elemento citotéxico, carcinogénico e mutagénico sem qualquer
papel biolégico conhecido.>>53°88% E encontrado como contaminante ambiental, de
ocorréncia natural, agricola ou de fontes industriais.®® As principais fontes de

contaminag¢do industrial sdo mineracdo, metalurgia, fabricacdo de baterias,

121 Wershaw, R. L., Rutherford, D. W., Rostad, C. E., Garbarino, J. R., Ferrer, I., Kennedy, K. R., Momplaisir, G., Grange,
A., Talanta 59 (2003) 1219 - 1226.

1 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Instrugdo Normativa n°® 42, de 22 de dezembro de 1999,
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (1999).

6" Mandal, B. K., Suzuki, K. T., Talanta 58 (2002) 201 - 235.

%6 Duker, A. A,, Carranza, E. J. M., Hale M., Environ. Int. 31 (2005) 631 - 641.

52 I’'yasova, D., Schwartz, G. G., Toxicol. Appl. Pharmacol. 207 (2005) 179 - 186.

3 Liu, J., Sturgeon R. E., Willie, S. N., Analyst 120 (1995) 1905 - 1909.

%8 Joseph, P., Toxicol. Appl. Pharmacol. 238 (2009) 272 - 279.
Monteiro, M., Santos, C., Mann, R. M., Soares, A. M. V. M., Lopes, T., Environ. Exp. Bot. 60 (2007) 421 - 427.

> Jarup, L., Akesson, A., Toxicol. Appl. Pharmacol. 238 (2009) 201 - 208.
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pigmentos e estabilizadores de plasticos. As principais fontes de intoxicacdo humana
s&o fumaca do cigarro, alimentos, agua e ar.*®*2

Altas concentracbes de Cd sdo encontradas em moluscos, crustaceos,
sementes de oleaginosas, cacau e visceras como figado e rim (especialmente
originados de animais mais velhos).?® Alimentos provenientes de plantas geralmente
contém maiores teores de Cd que produtos como carne, ovos, leite e produtos
lacteos. Além disso, cereais (arroz e trigo), folhas verdes, batata e raizes (cenoura e
aipo), contém maior concentracdo que outros alimentos de origem vegetal.>*

No encontro realizado pela Autoridade de Seguranca Alimentar da Europa
(EFSA) em 2009, foram publicados dados relatando que as amostras que
apresentaram maiores indices de nao-conformidades foram carne equina, aipo,
peixes e moluscos. As amostras de carne que ultrapassaram os limites da legislacao
foram: carne bovina, ovina e caprina (3,6%), carne suina (1,6%) e carne equina
(11%).%” A contaminac&o de Cd na carne pode ocorrer através da dieta dos animais,
pois estudos tém evidenciado que suplementos minerais como fontes de fésforo
apresentam elevados teores de Cd.!®

Estudos indicam que o Cd tem potencial de causar cancer de pulmao, rins e
de prostata.®>*® Além disso, estd associado a doencas de obstrucdo das vias
respiratorias, enfisema, insuficiéncia renal e doencas 6sseas.'® Este elemento é
principalmente retido no rim e figado do corpo humano, com uma meia-vida
biolégica muito longa variando de 10 a 30 anos.** Desta forma, é toxico
principalmente para os rins, especialmente para as células tubulares proximais, onde

se acumula e pode causar disfungéo renal.?"~2>*

13 Bertin, G., Averbeck, D., Biochimie 88 (2006) 1549 - 1559.

°2 |Pyasova, D., Schwartz, G. G., Toxicol. Appl. Pharmacol. 207 (2005) 179 - 186.
% Rudy, M., Food Chem. Toxicol. 47 (2009) 1117 - 1122.

>4 Jarup, L., Akesson, A., Toxicol. Appl. Pharmacol. 238 (2009) 201 - 208.

87 EFSA, European Food Safety Authority, Cadmium in food: scientific opinion of the panel on contaminants in the
food chain. EFSA J. (2009), Disponivel em: www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.

108 Teixeira, A. O., Lopes, D. C., Ribeiro, M. C. T., Lopes, J. B., Ferreira, V. P. A, Vitti, D. M. S. S, Moreira, J. A., Pena, S.
M., Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec. 57 (2005) 502 - 509.

8 Joseph, P., Toxicol. Appl. Pharmacol. 238 (2009) 272 - 279.
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2.1.2.3. Chumbo

O Pb é um metal que possui propriedades fisicas e quimicas bastante
distintas, tornando-o adequado para uma grande variedade de aplicacdes®* As
principais fontes de emisséo de Pb ao meio ambiente sao a mineragao, fundigao,
fabricacdo de baterias, vernizes, tintas, dispositivos eletronicos e ainda o emprego,
por alguns paises, como aditivo na gasolina.®*°

Com relacdo a contaminacdo em alimentos, segundo 0 mesmo encontro
realizado pela EFSA em 2009, os cereais, vegetais e a 4gua foram considerados
como sendo 0s principais responsaveis para a exposi¢éo de Pb ao ser humano.*

Na carne, a contaminacdo de Pb pode estar associada ao tipo de dieta do
animal de abate. Estudos tém evidenciado contaminacéo de Pb em fontes de fosforo

e sais minerais disponiveis no mercado.®®1%

Isto reforca a necessidade de
monitoramento da matéria-prima, em virtude dos efeitos cumulativos e toxicos nos
animais. Além disso, a presenca de Pb pode provocar contaminacdo ambiental
originada pela defecacdo dos animais que recebem formulacbes minerais
contaminadas, atingindo o solo, a vegetac&o e os mananciais hidricos.®®

O Pb é classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
como possivel cancerigeno humano.*® A intoxicacdo também pode causar distrbios
gastrointestinais, musculares, reprodutivos, imunolégicos, renais, cardiovasculares,
6sseos, neuroldgicos, comportamentais e genéticos.> Em criancas estes efeitos séo

ainda mais significativos,®®"®

sendo que correm maiores riscos de ingestao acidental
e a absorcdo gastrointestinal é maior.®> Apesar dos mecanismos bioquimicos e

moleculares de acdo toxicologica ainda ndo estarem bem elucidados, estudos

%8 Cheng, H., Hu, Y., Environ. Pollut. 158 (2010) 1134 - 1146.

3 Garcia-Lestén, J., Méndez, J., Pasaro, E., Laffon, B., Environ. Int. 36 (2010) 623 - 636.
% Ahamed, M., Siddiqui, M. K. J., Clinic. Nutrit. 26 (2007) 400 - 408.

%% johnson, F. M., Mutat. Res. 410 (1998) 123 - 140.

39 EFSA, European Food Safety Authority, Panel on contaminants in the food chain; scientific opinion on lead in food.
EFSA J. (2010), Disponivel em: www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.

68 Marcal, W. S., Gaste, L., Nascimento, M. R. L., Ciéncia Animal Bras. 6 (2005) 249 - 253.

108 Teixeira, A. O., Lopes, D. C., Ribeiro, M. C. T., Lopes, J. B., Ferreira, V. P. A, Vitti, D. M. S. S, Moreira, J. A., Pena, S.
M., Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec. 57 (2005) 502 - 509.

Meyer, P. A., Brown, M. J., Falk, H., Mutat. Res. 659 (2008) 166 - 175.
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apontam para mecanismos indiretos de genotoxicidade tais como inibicdo de reparo
de DNA ou producéo de radicais livres.*®

2.2. PREPARO DE AMOSTRAS PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE
ELEMENTOS EM ALIMENTOS

Os alimentos s&o considerados uma mistura complexa ndo-homogénea com
uma grande quantidade de substancias o que, muitas vezes, dificulta a
determinacdo dos analitos.®® Assim, sdo necessarios procedimentos de preparo da
amostra, que consistem em submeter a amostra a um tratamento adequado visando
a sua preparacdo para as etapas subsequentes da analise.®®> A selecdo do método
de preparo € dependente da matriz da amostra, do elemento a ser determinado, do
método de andlise e da quantidade de amostra e equipamentos disponiveis.?*%%%

Etapas de pré-tratamento da amostra como secagem e moagem também sao
frequentemente executadas. A secagem pode ser realizada por liofilizacd0®°, no
entanto, para amostras como tecidos de animais, pode ndo ser adequada devido a
presenca de alto teor de gordura ou tendéncia de aglutinacdo® Para a moagem,
geralmente, sdo usados dispositivos de cominuicdo, tais como moinho criogénico,
moinho de bolas e moinho de facas.*®

Dentre os métodos de preparo de amostras bioldgicas utilizados atualmente
para a determinacdo de espécies inorganicas, podem ser destacadas a

15,34,35,53

decomposicdo por via umida em sistema aberto, por via imida em sistema

fechado assistido por micro-ondas,’®’* decomposicdo por via seca 3190112113116

43 Garcia-Leston, J., Méndez, J., Pasaro, E., Laffon, B., Environ. Int. 36 (2010) 623 - 636.

61 Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S,, Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢do. Piracicaba/SP: Secdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

23 Buldini, P. L., Ricci, L., Sharma, J. L., J. Chromatogr. A 975 (2002) 47 - 70.

% Ridgway K., Lalljie S. P. D., Smith R. M., J. Chromatogr. A 1153 (2007) 36 - 53.

* Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.

15 Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.

% Damin, I. C. F., Silva, M. M., Vale, M. G. R., Welz, B., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 1037 - 1045.
% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

3 |wegbue, C. M. A., Nwajei G. E., lyoha E. H., Bulg. J. Vet. Med. 11 (2008) 275 - 280.

0 Matos, W. O., Menezes, E. A., Gonzalez, M. H., Costa, L. M., Trevizan, L. C., Nogueira, A. R. A., Spectrochim. Acta
Part B 64 (2009) 615 - 618.
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26,66,73,109

extracao acida, preparo de  suspensdes® e  solubilizacio

alcalina.”11244.6981.89.9091 Além disso, a andlise direta de sélidos também tem sido
utilizada.338>%

Nesta revisdo, sera dado maior destaque aos procedimentos de
decomposicdo que apresentam similaridade aos procedimentos apresentados no
presente trabalho. Assim, serdo abordados os procedimentos de decomposig&o por
combustdo (em forno tipo mufla e iniciada por micro-ondas), decomposicdo por via
Umida em sistema aberto (com aquecimento convencional e assistido por
micro-ondas) e sistema fechado (com aquecimento convencional e assistido por
micro-ondas), além de procedimentos de extracdo e solubilizacdo alcalina. Os
demais sistemas, apesar de importantes e muito empregados em rotina, ndo foram
igualmente comentados em vista da extensa literatura disponivel que documenta os

fundamentos e sua aplicag&o.%?

" Mendil, D., Uluozlu, O. D., Hasdemir, E., Tuzen, M., Sari, H., Suicmez, M., Food Chem. 90 (2005) 175 - 179.

32 Coni, E., Bocca, A., Coppolelli, P., Caroli, S., Cavallucci, C., Marinucci, M. T., Food Chem. 57 (1996) 253 - 260.

100 Saracoglu, S., Saygi, K. O., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M., Food Chem. 105 (2007) 280 - 285.

12 1ii7en, M., Food Chem. 80 (2003) 119 - 123,

13 Tiizen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.

116 Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.

%5 Cernohorsky, T., Krejova, A., Pouzar, M., Vavrusova, L., Food Chem. 106 (2008) 1246 - 1252.

66 Lopez-Garcia, I., Viflas, P., Romero-Romero, R., Herndndez-Cdrdoba, M., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 48 - 55.
& McKinstrya, P. J., Indyka, H. E., Kimb, N. D., Food Chem. 65 (1999) 245 - 252.

199 1okman, N., J. Hazard. Mat. 143 (2007) 87 - 94.

® Baratkiewicz, D., Talanta 56 (2002) 105 — 114.

! Barbosa, F. J., Palmer, C. D., Krug, F. J., Parsons, P. J., J . Anal . At . Spectrom. 19 (2004) 1000 - 1005.

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.

12 Batista, B. L., Rodrigues, J. L., Nunes, J. A, Tormen, L., Curtius, A. J., Barbosa, F. J., Talanta 76 (2008) 575 - 579.

a4 Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B., Barrera, P. B., Spectrochim. Acta Part B
57 (2002) 2151 - 2157.

Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.

81 No6brega, J. A, Gélinas, Y., Krushevska, A., Barnes, R. M., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 1239 - 1242.
Park, C. J., Do, H., J. Anal. At. Spectrom. 23 (2008) 997 - 1002.

%0 Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.

%1 bozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., Talanta 51 (2000) 903 - 911.

3 Damin, I. C. F., Investigacdo da amostragem direta para determinagédo de elementos traco em carne in natura e em

petréleo usando espectrometria de absorgédo atdmica com forno de grafite, Tese de doutorado, Programa de Pés-

o graduacdo em Quimica, UFRGS, Porto Alegre - RS, 2009.
Nomura, C. S,, Silva, C. S., Oliveira, P. V., Quim. Nova 31 (2008) 104 - 113.

o Ribeiro, A. S., Vieira, M. A,, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann, U., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta

) Part B 60 (2005) 693 - 698.

6 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
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2.2.1. Decomposic¢édo por combustao

A decomposicdo de materiais organicos por combustdo envolve a acao do
oxigénio, cuja fonte pode ser o ar ou através do preenchimento com oxigénio, no
frasco de decomposicdo.®? Neste procedimento, a matéria organica é decomposta
pela combinacdo de processos envolvendo, principalmente, pirdlise e oxidacdo. A

5061116 ) fechados.”

decomposicdo pode ser feita em sistemas abertos

A segquir, serdo discutidos os procedimentos de decomposicdo em sistema
aberto em forno tipo mufla e em sistema fechado por combustdo iniciada por
micro-ondas (MIC). A decomposi¢do em forno mufla € comumente empregada para
amostras de alimentos, além de ser recomendada pela AOAC e a MIC representa

uma recente alternativa para o preparo de amostras.

2.2.1.1. Decomposicdo em sistema aberto por combustdo em forno tipo mufla

A decomposicdo por via seca consiste na remog¢do da matéria organica por
decomposicdo térmica e oxidacdo usando forno mufla. As temperaturas tipicamente
empregadas sdo 450 a 550 °C a pressdo atmosférica e os residuos resultantes sao
solubilizados com &cido apropriado.®®®111® Reagentes oxidantes como nitrato de
magnésio e 0xido de magnésio podem ser utilizados como auxiliares de incineracao
a fim de prevenir a volatilizacdo dos analitos, melhorar a mineralizacdo e também
agilizar o processo de calcinacdo.?”!1°

A decomposicao por via seca emprega instrumentacdo geralmente disponivel
na maioria dos laboratérios como cadinhos de porcelana, quartzo, platina e zirconio.
Com excecéao dos cadinhos de porcelana, os demais apresentam custo elevado para

aquisicao, mas podem ser reutilizados.>°

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorgéanicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
* Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.
61 Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
116We|z, B., Santos, W. P. C,, Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.
Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.
& Mesko, M. F., Combust&o iniciada por micro-ondas em sistema fechado para decomposi¢do de amostras bioldgicas,
Dissertagdo de mestrado, Programa de P6s-graduagdo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2004.
Cervera, M. L., Lopez, J. C., Montoro, R., Microchem. J. 49 (1994) 20 - 26.
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O método garante a total destruicdo da matéria organica e os elementos
associados séo, geralmente, transformados em carbonatos ou 6xidos. A sele¢cédo da
temperatura € importante para garantir a completa decomposicdo sem perda de
analitos por volatilizagcdo ou incorporacdo com residuos insolluveis. Estes residuos
resultam da formacédo de Oxidos refratarios a partir da combinagdo com outros
constituintes presentes na amostra ou de reacdes com o cadinho.®® Como é um
sistema de decomposicdo aberto, pode ocorrer contaminacdo através do ar
atmosférico ou do ambiente interno da mufla.

Este método tem sido usado para a decomposi¢cdo de diversos alimentos.
Coni et al.*?
determinacdo de Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Pt, Sr e Zn por
ICP OES. Cerca de 5 g de amostra foram submetidos a temperatura de 420 °C por
6 h. A concordancia com CRMs foi de 91 a 109%.

Tuzen'? determinou Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn por GF AAS em amostras de

utilizaram via seca para decomposicao de leite liofilizado para posterior

tecido de peixe comparando via seca e decomposicdo por via Umida. A
decomposicédo por via seca foi feita com 1 g de amostra em mufla a 450 °C por 4 h.
Ja a decomposicao por via umida foi feita com 1 g de amostra e 5 mL de HNO3z; em
frascos de decomposicdo de alta pressédo a 130 °C por 90 min. Ambos os métodos
de decomposicado apresentaram recuperacdes quantitativas (= 95%). Entretanto os
autores observaram maior desvio padrdo e menor recuperacdo no método por via
seca.

Em um estudo com mel, Tiizen et al.*** determinou Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb, Se e Zn por F AAS e GF AAS, comparando a decomposi¢céo por via seca, via
Umida em sistema aberto e sistema fechado assistido por micro-ondas. Os autores
observaram diferencas significativas entre os resultados obtidos pela decompoiscéo
por via seca em relacdo aos demais métodos. Além disso, o método empregando a
decomposicédo por via umida em sistema fechado assistido por micro-ondas foi o que

apresentou maior recuperacéo dos analitos.

%0 Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.

Coni, E., Bocca, A., Coppolelli, P., Caroli, S., Cavallucci, C., Marinucci, M. T., Food Chem. 57 (1996) 253 - 260.
2 1i12en, M., Food Chem. 80 (2003) 119 - 123.
13 Tiizen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.
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Saracoglu et al.’® determinaram Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Se e Zn por
GF AAS em alimentos especiais para bebés, comparando a decomposi¢céo por via
seca, por via Umida em sistema aberto e assistido por micro-ondas. Na
decomposicédo por via seca (500 °C por 16 h) foram observadas perdas de Se. Desta
forma, a decomposicdo em sistema fechado assistido por micro-ondas foi
considerada a mais adequada devido a maior precisdo, menor tempo e maior
recuperacédo de analitos.

As principais vantagens da decomposicdo por via seca sdo a simplicidade,
ampla aplicagédo, capacidade de manipular grandes quantidades de amostra (até
20 g), utilizacdo de instrumentagdo geralmente disponivel nos laboratorios e
possibilidade do tratamento de varias amostras ao mesmo tempo sem requerer a
continua presenca do operador.?’°%6178116 Além disso, as cinzas resultantes s&o
livres de matéria organica, o que é pré-requisito para algumas técnicas analiticas
como ICP-MS e ICP OES, cujas determinacdes podem ser afetadas pela presenca
de matéria organica.*®

Entretanto, varios inconvenientes podem ser observados. Apesar de haver
algumas contradi¢cdes na literatura, a perda de elementos por volatilizacdo pode ser
significativa.®1°%1!® Alguns elementos como As, Hg e Se estdo sujeitos a perdas por
volatilizacdo durante a calcinacéo®>!'® devido & formacédo de compostos volateis
como cloretos ou oxicloretos.’®?” O grau de perdas por volatilizacdo é um fator
limitante e depende da temperatura aplicada, da forma em que o analito esta
presente na amostra e do ambiente quimico no estagio da incineragdo. Outros
inconvenientes sdo a demora e a propens&o & contaminacdo.®® Além disso, a adicéo

de auxiliares de incineracdo aumenta significativamente o teor de sais inorganicos

1% saracoglu, S., Saygi, K. 0., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M., Food Chem. 105 (2007) 280 - 285.
%" Cervera, M. L., Lopez, J. C., Montoro, R., Microchem. J. 49 (1994) 20 - 26.
* Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.

61 Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.

8 Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Anal. Chim. Acta 565 (2006) 81 - 88.
116 Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.

8 Barin, J. S., Desenvolvimento de procedimentos alternativos de preparo e de determinacdo de metais pesados em
farmacos triciclicos, Tese de doutorado, Programa de Pés-graduagdo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2007.

15 Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.
% Kira, C. S., Maihara, V. A., Food Chem. 100 (2007) 390 - 395.
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que impede determinacdes por ICP-MS® ou pode contribuir para contaminagéo
causando brancos elevados e dificultando a determinacdo de elementos tracos.®

2.2.1.2. Decomposicdo por combustéo iniciada por micro-ondas

A decomposicdo em sistema fechado por MIC foi proposta primeiramente por
Barin® para a determinacdo de metais em produtos farmacéuticos. Posteriormente,
Mesko”® propds este método para preparo de amostras biolégicas. Nesta técnica
sao usados frascos de quartzo comerciais e a amostra € inserida, na forma de pellet,
em um suporte sobre um disco de papel, ao qual é adicionada uma solucdo de
nitrato de amoénio, utilizada como iniciador do processo de combustdo. O frasco &
fechado, pressurizado e colocado no interior de um forno de micro-ondas comercial.
A ignicao da amostra ocorre pela irradiagdo com micro-ondas e os analitos s&o
recolhidos em uma solucéo absorvedora na base do frasco.”"®
Na determinacdo de Cu e Zn em amostras de figado bovino e leite em p6 por

Mesko,”

o tempo de irradiagdo com micro-ondas foi de 30 s e o tempo de
combustdo para 100 mg da amostra foi de aproximadamente 10 s. O método foi
considerado adequado e a concordancia com CRMs foi de 93 a 104%. As vantagens
deste procedimento foram o baixo teor de carbono residual, o minimo consumo de
acido e a completa decomposicdo da amostra em um tempo inferior ao necessario
para os demais procedimentos.

Este método permite a aplicacdo de uma etapa de refluxo da solucdo
absorvedora, propiciando maior eficiéncia na lavagem do sistema e consequente
melhora na solubilizacdo dos analitos. Além disso, brancos relativamente baixos sao
obtidos. Como inconvenientes, pode ser citada a necessidade de que as amostras

sejam prensadas previamente & queima.®

* Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.
Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.
Barin, J. S., Determinagcdo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos apés decomposicdo em sistema
fechado por combustédo iniciada por micro-ondas. Dissertacdo de mestrado, Programa de Pés-graduagédo em
Ciéncia e Tecnologia Farmacéuticas, UFSM, Santa Maria - RS, 2003.

& Mesko, M. F., Combust&o iniciada por micro-ondas em sistema fechado para decomposicdo de amostras biolégicas,

) Dissertacdo de mestrado, Programa de P6s-graduagao em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2004.

6 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
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2.2.2. Decomposic¢ao por via umida

Os métodos de decomposicdo de amostra por via umida podem incluir o
emprego de um ou mais tipos de &cidos, realizados em frascos abertos ou em
frascos fechados com alta pressao (bombas de decomposi¢cdo), com aquecimento
convencional ou por micro-ondas.®!

O tipo de acido usado no preparo de amostras pode ter importantes
consequéncias na etapa de medida.®® O sucesso das analises dependera, dentre
outros fatores, da escolha dos reagentes, suas combinacdes e concentracdes. Os
principais reagentes usados para destruicdo da matéria organica sdo HNO3, H,SOy,
HCIO,4 e H,0,.°

O HNO; é considerado um dos &cidos mais adequados para as técnicas de
espectrometria atdmica® e é comumente utilizado em anélises de alimentos.?® As
vantagens sdo o forte poder oxidante e a solubilidade dos nitratos em &agua.®> O
ponto de ebulicdo de 120 °C corresponde a uma limitacdo da sua eficiéncia e por
isso em alguns casos é usado na presenca de H,SO, (para elevar o ponto de
ebulicdo da mistura), HCIO,4 (depois da oxidagdo com &cido nitrico) ou H,O, (pelas
suas propriedades oxidantes).>°

O H,SO, permite a decomposicdo sob elevadas temperaturas, entretanto, o
seu uso € indesejavel particularmente em técnicas onde a introducdo da amostra é
por nebulizacdo. J& o HCIO,, apesar de apresentar elevada capacidade de oxidacao,
oferece riscos ao operador e 0 seu uso ndo tem sido recomendado. Misturas de
acidos, principalmente com H,0,, sdo muito eficientes na decomposicdo da matéria
organica aumentando o poder oxidante do &cido.®> O HCI também pode ser
empregado como auxiliar de decomposi¢cdo, mas o seu uso ndo é adequado para

determinacdes por GF AAS, pois a possivel formacdo de cloretos de analitos

61 Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J. T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P.,
Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E. B. G. N., Korn, M., Appl. Spectrosc. Rev. 43 (2008) 67 - 92.

* Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.
23 Buldini, P. L., Ricci, L., Sharma, J. L., J. Chromatogr. A 975 (2002) 47 - 70.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
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volateis e de dificil dissociacdo pode causar interferéncia espectral e/ou em fase de
vapor.'?

A decomposicdo por via umida tem sido amplamente utilizada para preparo
de amostras de alimentos devido a sua simplicidade, rapidez, flexibilidade em
relacdo a massa de amostra e condi¢cbes de decomposicdo e menor propenséo a
perdas por volatilizac&o ou retengéo como por via seca.’*’®

A seguir, serdo discutidos os procedimentos de decomposi¢cao por via umida
em sistema aberto (com aquecimento convencional e assistido por micro-ondas) e

sistema fechado (com aquecimento convencional e assistido por micro-ondas).

2.2.2.1. Decomposicao por via Umida em sistema aberto

Os sistemas abertos empregam frascos como vidro ou politetrafluoretileno
(PTFE), com ou sem condensadores de refluxo, e aquecimento por meio de fonte
convencional (chapa aquecedora ou bloco digestor).*°

A decomposicéo por via Umida em sistema aberto permite o processamento
de um grande numero de amostras, empregando um sistema simples e de baixo
custo.®® No entanto, é mais suscetivel a erros sistematicos em virtude da
possibilidade de perdas ou contaminacdo. Adicionalmente, apresenta algumas
limitacBes relacionadas a eficiéncia de decomposicédo, aos niveis dos brancos e,

ainda, com a concentracdo de acido remanescente nos digeridos.®

2.2.2.1.1. Decomposicédo por via imida em sistema aberto com aquecimento

convencional

O aquecimento convencional em sistemas abertos pode ser feito em chapa
aguecedora ou bloco digestor. Na literatura tém sido reportados diversos trabalhos

gue empregam este sistema de decomposicéo para amostras de alimentos. Demirel

120 Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, VHC, 32 Ed., Alemanha, 1999.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢do. Piracicaba/SP: Secdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Anal. Chim. Acta 565 (2006) 81 - 88.
%0 Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 1021- 1038.

Kira, C. S., Maihara, V. A., Food Chem. 100 (2007) 390 - 395.
116 Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.
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et al.®

propuseram a decomposicdo de figado bovino a temperatura de 130 °C por
4 h, utilizando cerca de 1 g de amostra e misturas de acidos. Os elementos Cu, Fe,
Mn e Zn foram determinados por F AAS e Al e Se por GF AAS. A recuperacao por
adicao de analito foi satisfatoria (92 a 96%), com excecédo de Se, o que foi atribuido
a elevada volatilidade deste elemento.

Boutakhrit et al.’®> empregaram o sistema aberto para a decomposicdo de
frutos do mar a temperatura de 350 °C. Foi feita a decomposicdo de 1 g de amostra
sob refluxo em bloco digestor com 5 mL de HNO3; e 3 mL de H,SO, com aumento
gradual de temperatura até 350 °C em 90 min. Apos o resfriamento, foram
adicionados 3 mL de H,0, e a temperatura elevada a 400 °C, mantendo-a por 4 h. A
determinacao de As foi feita por ICP OES com geracao de hidretos. A recuperacéo
por adicdo de analito foi de 98,4 - 101,8%.

lwegbue et al.>®

efetuaram a decomposicdo de amostras de carne em sistema
aberto para posterior determinagcédo de Cd, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por GF AAS.
Cerca de 2 g de amostra foram colocados em tubos de decomposicdo e
pré-digeridas com 10 mL de HNO;3; concentrado a 135 °C até a obtencdo de uma
solugéo clara. Em seguida, uma mistura de 10 mL de HNOj3, 1 mL de HCIO4e 2 mL
H,O, foram adicionados, mantendo a temperatura a 135 °C por 1 h. A recuperacao
por adicdo de analito nas amostras foi superior a 92,4%.

Damin et al.>*

utilizaram bloco digestor para decomposi¢cdo de amostras de
carne para posterior determinacdo de Cd e Pb por GF AAS. O procedimento
consistiu na decomposicdo de cerca 2 g de amostra in natura com 5 mL de HNO3, a
90 °C por 1 hora. A solucdo permaneceu em repouso overnight e, posteriormente,
foram adicionados 2 mL de H,0O, mantendo o aquecimento por mais 1 hora.
Segundo os autores, este método tem sido aplicado pelo Ministério da Agricultura do
Brasil para determinacéo de elementos tracos em carne, rim e figado.

Momen et al.’® investigaram quatro diferentes procedimentos de

decomposicdo para a determinacdo de Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn e Pb em

% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.
15 Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.
%3 |wegbue, C. M. A., Nwajei G. E., lyoha E. H., Bulg. J. Vet. Med. 11 (2008) 275 - 280.
Damin, I. C. F., Silva, M. M., Vale, M. G. R., Welz, B., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 1037 - 1045.
8 Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Anal. Chim. Acta 565 (2006) 81 - 88.
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leguminosas por ICP OES: via umida com HNO3/H,SO4 e HNO3/H,SO4/H,0, e por
via seca utilizando Mg(NO3), e Mg(NO3),/HNO3;. O procedimento por via Umida
utiizando a mistura HNO3/H,SO4/H,0, apresentou maior exatiddo e
reprodutibilidade, indicando que o H,O, € importante para a decomposi¢cdo mais
efetiva de amostras de alimentos ricos em carboidratos e gorduras.

Momen et al.”® também avaliaram as misturas de acidos HNOs/H.SO, e
HNO3/H,SO04/H,0, para decomposicdo de amostras de nozes. Foram feitos
planejamentos experimentais e variaveis como volume de &cido e tempo de
decomposicdo foram consideradas as mais importantes. A mistura de

HNO3/H,S04/H,0, foi recomendada por apresentar melhor recuperacdo dos analitos.

2.2.2.1.2. Decomposicdo por via imida em sistema aberto com aguecimento

por micro-ondas

A radiacdo micro-ondas tem sido amplamente empregada nos ultimos anos
para preparo de amostras. A absor¢do da radiagdo micro-ondas em solugdo é

causada por mecanismos de rotacdo de dipolo molecular ou migracéo idnica,>??

que
aguecem a solucdo mais rapidamente quando comparado aos processos de
conducdo e conveccdo que ocorrem nos sistemas convencionais, tornando o
procedimento mais rapido.? A eficiéncia de decomposicdo esta relacionada ao
aumento da pressdo e da temperatura que acarreta aumento da velocidade da
reacdo. As reacdes sdo controladas pela temperatura dos acidos enquanto que a
pressdo no frasco digestor € dada pela combinacdo das pressdes parciais dos
acidos, da agua e dos gases obtidos no processo de decomposico.®

As principais vantagens do uso de radiagdo por micro-ondas em sistemas
abertos sdo a seguranca devido a operacdo em pressao atmosférica, adicdo
programada de reagentes em qualquer tempo de digestdo, versatilidade,
manipulacdo de grandes quantidades de amostra e a possibilidade de operar cada

frasco individualmente.®

& Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 — 451.

> Arruda, M. A. Z., Santelli, R. E., Quim. Nova 20 (1997) 638 - 643.

23 Buldini, P. L., Ricci, L., Sharma, J. L., J. Chromatogr. A 975 (2002) 47 - 70.

8 Nobrega, J. A., Trevizan, L. C., Araijo, G. C. L., Nogueira, A. R. A., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1855 - 1876.
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Matos et al.”®

propuseram a decomposicéo parcial de tecido bovino utilizando
radiacdo micro-ondas para posterior determinagéo de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn por
ICP OES. Micro-frascos de PTFE inseridos em um esterilizador foram utilizados para
decomposicdo em micro-ondas doméstico. A melhor condicao foi obtida aplicando a
poténcia de 650 W por 7 min para a decomposi¢cédo de cerca de 50 mg de amostra
com 50 yL de HNOs;. O método proposto foi comparado com a decomposi¢cao em
sistema fechado assistido por micro-ondas. A concordancia com CRM foi de 93 a
114% empregando o sistema de aquecimento com micro-ondas.

Liu et al.®® propuseram a decomposicdo de amostras bioldgicas por via Gmida
em sistema aberto com micro-ondas focalizados. Cerca de 10 g de amostra foram
decompostas com HNO; através de ciclos de aguecimento na poténcia de 240 W. A
recuperacédo por adicdo de analito (As, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, Se, Sr e Zn)
foi superior a 96%. Segundo os autores, a principal vantagem do método foi permitir

0 emprego de grandes quantidades de amostra.

2.2.2.2. Decomposicéo por via Umida em sistema fechado

Os sistemas fechados permitem o aumento do ponto de ebulicdo dos acidos
inorganicos normalmente empregados aumentando, desta forma, o seu poder de
oxidacd0.%® As principais vantagens do sistema fechado em relacdo aos sistemas
abertos sdo a menor propensdo a perdas por volatilizagdo, menor risco de

contaminac&o, baixo consumo de &cido e procedimentos mais reprodutiveis.>>!%%13

2.2.2.2.1. Decomposicédo por via umida em sistema fechado com aquecimento

convencional

Os sistemas fechados com aquecimento convencional consistem,

basicamente, de frascos de PTFE envolvidos por uma jaqueta de aco inoxidavel,

0 Matos, W. O., Menezes, E. A., Gonzalez, M. H., Costa, L. M., Trevizan, L. C., Nogueira, A. R. A., Spectrochim. Acta
Part B 64 (2009) 615 - 618.
83 | ju, 3., Sturgeon R. E., Willie, S. N., Analyst 120 (1995) 1905 — 1909.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢do. Piracicaba/SP: Secdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.
1% saracoglu, S., Saygi, K. 0., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M., Food Chem. 105 (2007) 280 - 285.
3 Tiuzen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.
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normalmente apresentando sistemas de seguranca para alivio da pressdo. As
temperaturas utilizadas para a decomposicao estdo associadas ao material do
frasco de reacdo: o PTFE, dependendo da qualidade, permite empregar
temperaturas entre 160 e 200 °C. Ja os frascos de quartzo possibilitam utilizar
temperaturas acima de 200 °C.%?

Outro sistema desenvolvido € o de decomposicdo a altas temperaturas,
denominado High Pressure Asher (HPA). As pressfes de vapor do acido e dos
gases resultantes da reacdo com a matéria organica, a 300 °C, dentro do frasco de
quartzo € equilibrada por uma presséo externa maior que 100 bar com N». O frasco
de digestdo de quartzo é fechado por uma tampa de quartzo sobre um anel de
vedacdo de PTFE. Este pode ser aquecido até 320 °C em uma autoclave sob uma
pressdo externa de 100 bar. Com este equipamento é possivel obter solucdes livres
de carbono, dispensando tratamentos adicionais. Adicionalmente, nestas solucdes
os analitos estardo na forma inorganica, e vérias técnicas analiticas podem ser
empregadas para as determinacées.®

Vassileva et al.''®

avaliaram a eficiéncia de procedimentos de decomposi¢éo
por via Umida, comparando o sistema HPA com o sistema aberto e fechado,
assistidos por micro-ondas. A completa decomposicdo de amostras biol6gicas
somente foi alcangada empregando o sistema HPA, que permitiu atingir

temperaturas de 300 °C. Nesta condicéo foi obtido teor de carbono organico < 0,1%.

2.2.2.2.2. Decomposicdo por via umida em sistema fechado assistido por

micro-ondas

A principal vantagem desta técnica sobre a técnica de aquecimento
convencional é a rapidez de decomposic0.%1%!13 Diversos trabalhos na literatura
tém utilizado a radiagdo micro-ondas em sistema fechado para a decomposi¢do de

amostras bioldgicas.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Secdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.
% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.
1% saracoglu, S., Saygi, K. 0., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M., Food Chem. 105 (2007) 280 - 285.
3 Tuzen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.
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Mendil et al.”* determinaram metais em tecidos de peixes por F AAS e
GF AAS. Cerca de 0,5 g de amostra foram decompostas com 6 mL de HNO3 (65%
m/m) e 2 mL de H,0, (30% m/m) em um forno micro-ondas na poténcia maxima de
550 W. A recuperacéo por adicdo de analito foi quantitativa (> 95%).

Cid et al.?® propuseram um método rapido de decomposicdo de tecido de
peixe. Os metais avaliados foram Cd, Cu, Ni e Pb por GF AAS e Zn por F AAS. A
decomposicédo foi realizada com cerca de 800 mg de amostra in natura, 4 mL de
HNO3; (65% m/m) e 1 mL de agua ultrapura a 325 W por 120 s. Os resultados
obtidos apresentaram concordéancia de 97 a 105% com os valores dos CRMs.

Shah et al.*®* determinaram As em carne de frango ap6s decomposicdo por
micro-ondas na poténcia de 900 W. A determinacéo foi feita por GF AAS e HG AAS.
Cerca de 200 mg de amostra foram transferidos para frascos de PTFE, seguido da
adicdo de 2 mL da mistura HNO3 e H,O, (2:1 v/v). A concordancia com CRM foi de
100,6 e 99,4% para HG AAS e GF AAS, respectivamente.

Demirel et al.*® avaliaram diferentes procedimentos de decomposic&o (por via
seca, por via Umida em sistema aberto e por via Umida em sistema fechado assistido
por micro-ondas). O procedimento de decomposi¢cado por micro-ondas foi escolhido,
pois apresentou melhor exatiddo, menor tempo de preparo e melhor recuperagao
(especialmente para alguns elementos volateis).

Gonzalez et al.*’

propuseram um método empregando solucdes diluidas de
acido para o preparo de amostras com aquecimento por micro-ondas (rampa de 250,
650, 850 e 1000 W de poténcia). Cerca de 200 mg de amostras de sangue, musculo
e visceras de bovino foram decompostas com 2 mL de solu¢cdo de HNO3z em
diferentes concentracbes (2, 7 e 14 mol L'l) e 1 mL de H,O, (30% m/m). A
determinacdo de Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn foi feita por ICP OES. Os autores
observaram que acidos diluidos podem ser utilizados, no entanto a decomposicao

pode ser incompleta, resultando em elevados valores de carbono residual.

“ Mendil, D., Uluozlu, O. D., Hasdemir, E., Tuzen, M., Sari, H., Suicmez, M., Food Chem. 90 (2005) 175 - 179.
%9 cid, B. P., Boia, C., Pombo, L., Rebelo, E., Food Chem. 75 (2001) 93 - 100.

101 Shah, A. Q., Kazi, T. G., Arain, M. B., Jamali, M. K., Afridi, H. |., Jalbani, N., Kandhro, G. A., Baig, J. A, Sarfraz, R. A.,
Ansari, R. Food Chem. 113 (2009) 1351 - 1355.

% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

4" Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A., Nogueira, A. R. A., Talanta 79 (2009) 396 -
401.
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Uluozlu et al.*** determinaram Al, As, Cd, Co, Cr, Ni, Pb e Se por GF AAS em
carne de frango apds decomposi¢cdo em sistema fechado assistido por micro-ondas.
Cerca de 1 g de amostra foi decomposto com 6 mL de HNO;
(65% m/m) e 2 mL de H,O, (30% m/m). A pressao e temperatura maxima do sistema
de micro-ondas foi de 1450 psi e 300 °C, respectivamente. A exatiddo do método foi
avaliada empregando CRMs, cuja concordancia com os valores certificados foi de 96
a 102%.

2.2.3. Solubilizagéo, extracdo e preparo de suspensodes

Na analise de extratos concentrados, suspensfes ou procedimentos de
solubilizacdo, ha reducdo dos riscos de contaminacdo e do tempo de analise,
permitindo também baixa diluicdo e baixos limites de deteccdo.*** Entretanto,
varios requisitos tém sido considerados criticos para a andlise de suspensdes, tais
como, homogeneidade, solucdo diluente, concentracdo e razdo entre a massa de
amostra e volume de diluente.?*

Muitas vezes, para a completa solubilizacdo € necesséario que haja um
sistema eficiente de agitacdo para evitar a agregacao das particulas. A agitacéo
pode ser efetuada manualmente ou através de sistemas empregando agitacao
mecanica, magnética, vortex, borbulhamento e ultra-sénica.>* As massas diminutas
também tendem a comprometer a representatividade, contudo, em procedimentos
de solubilizagéo, geralmente 100 a 500 mg de amostra sdo empregados e, nestes
casos, ndo deve gerar erros associados & falta de homogeneidade da amostra.®

Diferentes diluentes tém sido relatados para extracdo, solubilizacdo ou
preparo de suspensoes, tais como solucdes acidas, agentes oxidantes e solucdes
fortemente alcalinas. Na literatura podem ser observados varios trabalhos em que foi

utilizada a extracdo ou preparo de suspensdes com solucdes acidas. Entre as

114 Uluozlu, 0. D., Tuzen, M., Mendil, D., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 163 (2009) 982 - 987.

a4 Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B., Barrera, P. B., Spectrochim. Acta Part B
57 (2002) 2151 - 2157.

% Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.

2 Cal-Prieto, M. J., Felipe-Sotelo, M., Carlosena, A., Andrade, J. M., Lopez-Mahia P., Muniategui, S., Prada, D., Talanta
56 (2002) 1 - 51.
Nomura, C. S., Silva, C. S., Oliveira, P. V., Quim. Nova 31 (2008) 104 - 113.
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9

aplicacdes encontram-se amostras de suplementos vitaminicos,'® vegetais,'’

mel,®® sedimentos,® farinha de trigo,?® e produtos lacteos.”

2.2.3.1. Solubilizagcdo em meio alcalino com TMAH

A maioria dos procedimentos de preparo de amostras é baseada no uso de
acidos concentrados para promover decomposicdes, especialmente em condi¢cdes
de alta temperatura e press&o.®? Entretanto, o uso de TMAH, aminas tercirias e
reagentes fortemente alcalinos, envolvendo procedimentos de preparo de amostras
vém sendo empregados com sucesso, especialmente em procedimentos de
extracao, solubilizacdo e preparo de suspensdes, 16971102110

O TMAH, de férmula (CH3)4;NOH, é uma solucédo alcalina (pH de 13,4 a 14,7)
e encontra-se comercialmente disponivel na concentracao de 25% (m/v) em agua,
25% (m/v) em metanol ou 10% (m/v) em solucdes aquosas.?? E uma base organica
forte, solivel em &gua ou alcoois resultando em solucdes incolores com odor de
amina capazes de complexar e estabilizar elementos volateis.?? "1

As amostras biologicas tratadas com TMAH fornecem uma solugdo com
caracteristicas de suspens&o.**? Este reagente promove a clivagem de proteinas
em fragmentos menores, facilitando a dissoluc&o.?® O TMAH também é capaz de

causar cisdo hidrolitica e metilacdo de éster, amida, e algumas ligacdes éter.®?

199 1okman, N., J. Hazard. Mat. 143 (2007) 87 - 94.

17 \ifias, P., Campilio, N., Lépez-Garcia, ., Hernandez-Cérdoba, M., Food Chem. 50 (1994) 317 - 321.
6 Lopez-Garcia, I., Vifias, P., Romero-Romero, R., Herndndez-Cdrdoba, M., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 48 - 55.
Baratkiewicz, D., Talanta 56 (2002) 105 - 114.

2 Cernohorsky, T., Krejova, A., Pouzar, M., Vavrusova, L., Food Chem. 106 (2008) 1246 - 1252.

3 McKinstrya, P. J., Indyka, H. E., Kimb, N. D., Food Chem. 65 (1999) 245 - 252.

Nobrega, J. A, Santos, M. C., Sousa, R. A., Cadore, S., Barnes, R. M., Tatro, M., Spectrochim. Acta Part B 61 (2006)
465 - 495.

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
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57 (2002) 2151 - 2157.

% Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.

86 Nunes, J. A., Desenvolvimento de método para determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb, e Se em sangue por

espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) utilizando diluicdo das amostras
em meio alcalino, Universidade de S&o Paulo, Dissertacdo de mestrado, 2009.
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A eficiéncia na solubilizacdo do analito estd associada ao tipo de matriz, ao
tipo e tamanho da particula sélida, a concentracdo do solvente, homogeneizacéo e
tempo.?* O TMAH permite dissolucdo completa dependendo do tipo de amostra, e a
extracéo pode ser realizada a temperatura ambiente ou com aquecimento.®

Uma das vantagens do uso de solugéo alcalina em procedimentos de preparo
de amostra é a possibilidade de especiacdo de elementos, pois ndo ocorre
modificacdo do estado de oxidacdo do analito.® Como inconvenientes destacam-se
o odor, alta viscosidade,*® impurezas e a dificuldade de purificacdo do reagente.®

Nas aplicagbes do TMAH em determinagbes por GF AAS deve-se ter
precaucdo na selecdo do modificador para que este seja compativel com o meio
alcalino.?? De acordo com Ribeiro et al.,”® o uso de solugéo &cida de Pd pode
resultar na formacdo de precipitado, exigindo programas especificos, no qual
solugcdes de TMAH e de modificador devem ser adicionados separadamente no
tubo de grafite. Contudo, a determinacdo por GF AAS apresenta como vantagem a
durabilidade do tubo de grafite em virtude do TMAH n&o ser agressivo ao tubo.*

Na revisdo sobre aplicacbes de preparo de amostra em meio alcalino,
Nébrega et al.®? relataram que na maioria dos estudos, o uso de TMAH proporcionou
satisfatéria precisdo, exatiddo e bom desempenho instrumental.

Na literatura sao reportados trabalhos com a utlizacdo de diferentes
tratamentos para solubilizacdo. Damin®*® desenvolveu um método de preparo
diretamente no copo do amostrador de GF AAS, utilizando cerca de 40 mg de
amostra de carne in natura, 200 pL de TMAH 25% (m/v) e 500 yL de agua.

A solubilizac&do overnight a temperatura ambiente tem sido utilizada, porém, o
aguecimento em banho-maria tem a vantagem de agilizar o processo de
solubilizagéo. Martins et al.®® observaram que 150 pug de TMAH 25% (m/v) foram

suficientes para solubilizar 250 mg de musculo e figado em banho-maria a 60 - 70 °C

2 Cal-Prieto, M. J., Felipe-Sotelo, M., Carlosena, A., Andrade, J. M., Lopez-Mahia P., Muniategui, S., Prada, D., Talanta
56 (2002) 1 - 51.
No6brega, J. A, Santos, M. C., Sousa, R. A., Cadore, S., Barnes, R. M., Tatro, M., Spectrochim. Acta Part B 61 (2006)
465 - 495.

69 Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.
%0 Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.
9 Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.

33 . L . S .
Damin, I. C. F., Investigacdo da amostragem direta para determinacdo de elementos traco em carne in natura e em
petroleo usando espectrometria de absor¢gdo atdmica com forno de grafite, Tese de doutorado, Programa de Poés-
graduacé&o em Quimica, UFRGS, Porto Alegre - RS, 2009.
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por 60 min. Silva et al.'% solubilizaram cerca de 100 mg de CRM de amostras
biolégicas com 2 mL de solucdo de TMAH 25% (m/v), a 60 °C por 1 h. Giacomelli

.,** solubilizaram CRMs de amostras biolégicas empregando cerca de 300 mg

eta
de amostra e 1,2 mL de TMAH 25% (m/v) em banho-maria a 60 °C por 10 min.

A energia ultra-sbnica também pode ser empregada para auxiliar na
solubilizacdo. Silva et al.,'®® avaliaram a solubilizacdo, com auxilio de energia
ultrassom, de cerca de 250 mg de amostra de CRMs de amostras bioldégicas com
4 mL de TMAH 25% (m/v). Na Tabela 2 sdo mostrados alguns trabalhos da literatura
sobre o preparo de amostras bioldégicas com TMAH e posterior determinacdo de

elementos empregando técnicas de espectrometria atbmica.

192 gjva, 3. B. B., Borges, D. L. G., Veiga, M. A. M. S., Curtius, A. J., Welz, B., Talanta 60 (2003) 977 - 982.
a4 Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B., Barrera, P. B., Spectrochim. Acta Part B
57 (2002) 2151 - 2157.
3 Silva, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M., Analyst, 124 (1999) 1843 -1846.
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Tabela 2. Trabalhos descritos na literatura sobre o preparo de amostras biolégicas com TMAH e posterior determinacéo de elementos empregando técnicas

de espectrometria atbmica

Matriz Elementos Preparo da amostra Técnica Mzﬂ'l,fr'nciigor Comentérios segundo os autores Referéncias
Carnes CdePb Preparo direto no GF AAS Pd/Mg Rapidez no preparo e menor propensdo Damin®
amostrador automético PA/NH,NO; a contaminacao.
CRMs (leite em Ag, Cd, Cr, Cu, Ni Agquecimento em banho- GF AAS Rh, Pd, Ir, Mg, Simplicidade no preparo e extensdo da Martins et
p6 desnatado, e Pb maria a 60 - 70 °C (NH.)H,PO,,  vida util do tubo de grafite. al.®
figado e musculo Pd/Mg e
bovino) Pd/(NH4)H,PO,
CRMs (cabelo, cd Aquecimento em banho- GF AAS Ru O uso de Ru ao invés de Pd foi Silvaetal.'®
sangue e maria 60 °C vantajoso por nao requerer um
marinhos) programa especial para adicionar o
modificador e TMAH separadamente.
CRMs (marinhos) Cd, Cr, Cu, Mn, Tratamento GF AAS Pd/Mg(NOs),  Estocagem por 3 anos a temperatura Silva et al."*
Ni e Pb com ultrassom Mg(NOs), + ambiente sem qualquer alteracdo na
. 3)2 - :
ou temperatura ambiente. (NH,)H,PO, concentracdo dos analitos.
CRM (musculo As, Cd, Pb e Se  Aquecimento em banho- GF AAS IrFRhe Pd/Mg A calibracdo foi feita com solu¢cdes Giacomelli
de peixe) maria aquosas de HNOj; 0,2% Vi/v. etal.*
CRM (unhas) As, Cd, Nie Pb Aquecimento em banho- GF AAS Pd As solucdes (calibragdo, TMAH e Rig)seiro et
) om0 o L
maria a 60 - 70 °C PA/(NH,)H,PO, modificador) foram adicionadas al.

separadamente no tubo de grafite para
evitar a precipitacéo.
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Matriz Elementos Preparo da amostra Técnica MZﬂ%ﬁigor Comentérios segundo os autores Referéncias
CRMs (marinhos, Co Temperatura ambiente (NH4)H,PO, Simplicidade e rapidez. Ribeiro et
. GF AAS 94
cabelo e figado) al.
Unhas Cd, Cu, Mn, Ni, Temperatura ambiente e GE AAS Ir Maior frequéncia de andlise em Batista et
Pb e zZn centrifugacao comparacdo com a decomposicdo al.”?
ICP-MS convencional.
CRMs (marinhos, Ca, Cu, Fe, K, Tratamento MIP-OES - Rapidez, baixa diluicho da amostra e Matusiewics
leite e figado) Mg, Na, Sre Zn com ultrassom. baixos valores de branco. & Golik™
CRMs (figado Al, Cd, Cu, Fe, Temperatura ambiente e - Método considerado rapido (< 40 min) e Nobrega et
. - - ~ ICP-MS . 81
bovino, marinhos, Mg, Mn, K, Na e centrifugacdo de alta capacidade de processamento al.
plantas, farinhae  Zn. de amostras.
ovo em po) As, Ba, Ca, Cu,
Pb, Mn, Mo, Rb,
Se, Cre Zn ICP OES
Figado, rim, Al, As, Ba, Cd, Temperatura ambiente ou - Método simples e desprovido de Batista et
coragéo e Co, Cr, Cu, Fe, aqguecimento em banho- ICP-MS instrumentacéo cara. al.™*
cérebro de ratos Mg, Mn, Mo, Pb, mariaa 50 - 60 °C
Sb, Se, Sr, Ve Zn
CRM (cabelo Ag, As, Be, Cd,  Temperatura ambiente. - Método confiavel e rapido (500 Rodrigues et
humano) Co, Cr, Cu, Mg, amostras podem ser analisadas em 3 al.%®
Mn, Ni, Pb, Pt, ICP-MS dias).
Se, TIU e Zn
CRMs (leite, ovo, I Aquecimento em banho- - Método simples e preciso. Fecher et
, . . ICP-MS 41
musculo, rim) maria a 90 °C. al.
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Matriz Elementos Preparo da amostra Técnica MZﬂ%ﬁigor Comentérios segundo os autores Referéncias
CRMs (tecido de Ag, As, Bi, Cd, Temperatura ambiente ou ETV-ICP- Pdelr Cr e Cd nédo puderam ser determinados Pozebon et
ostra, folhas, Co, Cr, Cu, Mn,  aquecimento em banho- MS na amostra de musculo bovino, devido a  al.*
musculo bovino e Ni, Pb, Sb, Se, maria a 90 °C. interferéncias espectrais e efeitos de
ovo em po) Sn, TeeV matriz, respectivamente.

CRMs (Figado Ag, Cd, Hg, Pb e Aquecimento em banho- ETV-ICP- Ir Devido & simplicidade da dissolucdo Pozebon et
bovino e musculo TI maria a 100 °C. MS com TMAH, o preparo foi considerado al.®
de peixe) muito atrativo.
CRMs (marinhos) Hg Temperatura ambiente ETV-ICP- - O método permitiu especiacéo de Hg. Willie et
MS al.'?
Sangue Hg Temperatura ambiente Fl- - Método considerado simples e de facil Rodrigues et
CV ICP- aplicacio para laboratérios de rotina. al.”’
MS
CRMs (marinhos) Hg Temperatura ambiente CV AAS - Minimizacdo do risco de perdas, Tao et al.'?’
contaminacdo e grande capacidade de
processamento (100 amostras/h)
CRMs (marinhos) Hg Temperatura ambiente CV AAS - Método sensivel e simples. Park & Do®
CRMs (rim suino Hg Temperatura ambiente CV AAS - Método adequado para andlises de Torres et
e marinhos) fracionamento de Hg. al.t®
Peixes Hg Aquecimento em banho- FI-CV- - Baixa recuperacao (67%) e formacédo de Ortiz et al.®
maria a 70 °C e AFS dimetil-mercurio, que levou a erros na

tratamento com ultrassom

determinacéo de espécies de mercario.
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Portanto, a solubilizagdo com TMAH pode ser uma interessante alternativa
aos métodos convencionais de decomposicdo acida, oferecendo as vantagens de
diminuir os riscos de perdas por volatilizacdo e a propensdo a contaminacdo.'**
Além disso, € atraente para os laboratérios ndo equipados com sistemas de
decomposicdo, tais como forno micro-ondas.”

2.3. DETERMINACAO DE METAIS E METALOIDES EM ALIMENTOS

2.3.1. Técnicas de espectrometria atbmica

Dentre as técnicas de espectrometria atbmica, diferentes principios fisicos
tém sido explorados para a determinacdo de varios elementos, como absorcéo,
emissao ou fluorescéncia atomica, difragdo de raios-X, ativagdo neutronica, entre
outras. Entretanto, dentre as técnicas comumente empregadas na analise elementar
em alimentos pode-se destacar a F AAS 293574113
GF AAS,3%44.69.74.9394,100102,103112.113 - agnactrometria de absorcdo atbmica com
geracdo quimica de vapor (CVG AAS),’ 889107110 cp  QEg!®327L7879 o

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
" Matusiewicz, H., Golik, B., Microchem. J. 76 (2004) 23 - 29.

29 ¢id, B. P., Boia, C., Pombo, L., Rebelo, E., Food Chem. 75 (2001) 93 - 100.

% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

“ Mendil, D., Uluozlu, O. D., Hasdemir, E., Tuzen, M., Sari, H., Suicmez, M., Food Chem. 90 (2005) 175 - 179.

3 1zen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.

a4 Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B., Barrera, P. B., Spectrochim. Acta Part B
57 (2002) 2151 - 2157.

o Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.
% Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.

94 Ribeiro, A. S., Vieira, M. A, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann, U., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta
Part B 60 (2005) 693 - 698.

Saracoglu, S., Saygi, K. O., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M., Food Chem. 105 (2007) 280 - 285.

192 gi1va, 3. B. B., Borges, D. L. G., Veiga, M. A. M. S., Curtius, A. J., Welz, B., Talanta 60 (2003) 977 - 982.
103 Silva, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M., Analyst, 124 (1999) 1843 -1846.
12 132en, M., Food Chem. 80 (2003) 119 - 123.
! Barbosa, F. J., Palmer, C. D., Krug, F. J., Parsons, P. J., J . Anal . At . Spectrom. 19 (2004) 1000 - 1005.
8 Ortiz, A. I. C., Albarran, Y. M., Rica, C. C., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1595 - 1601.
8 park, C. J., Do, H., J. Anal. At. Spectrom. 23 (2008) 997 - 1002.

o7 Tao, G., Scott N. W., Sturgeon, R. E., Analyst 123 (1998) 1215 - 1218.

0 Torres, D. P., Frescura, V. L. A,, Curtius, A. J., Microchem. J. 93 (2009) 206 - 210.
15 Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.
32 Coni, E., Bocca, A., Coppolelli, P., Caroli, S., Cavallucci, C., Marinucci, M. T., Food Chem. 57 (1996) 253 - 260.
8 Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Anal. Chim. Acta 565 (2006) 81 - 88.
" Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 - 451.
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ICP-MS 81112418191.9394122 Aq técnicas F AAS e GF AAS podem ser empregadas
para a determinacdo de mais de 50 elementos. Apesar da F AAS ser aplicavel a
praticamente todos os elementos que a GF AAS'?, a faixa de trabalho normalmente
esta em niveis de concentracdo da ordem de mg L% o gue torna dificil sua aplicacao
para a determinagdo de contaminantes em alimentos.

A Tabela 3 mostra um resumo das principais caracteristicas de cada técnica
(adaptada de Barin, 2007).2

Tabela 3. Comparacao simplificada das caracteristicas de ICP-MS, ICP OES e GF AAS

ICP-MS ICP OES GF AAS

Limite de deteccédo excelente para muitos muito bom para excelente para alguns

elementos muitos elementos elementos
Elementos determinaveis >75 >75 >50
Capacidade de < 10 min por amostra < 10 min por amostra 3 a4 min por
processamento para véarios elementos para varios elementos  elemento/amostra
Faixa de trabalho ngL apglL” ugLtamgL™ ug L™
Preciséo <5% <5% <5%
Grau de interferéncias Alta média baixa
Solidos dissolvidos 0,1a0,4% até 25% > 20%
Desenvolvimento de requer treinamento requer treinamento requer treinamento
procedimentos
Automacéo Disponivel disponivel disponivel
Custo de operacédo Alto alto médio
Custo de aquisi¢do muito alto alto médio/alto

8 Barin, J. S., Desenvolvimento de procedimentos alternativos de preparo e de determinagdo de metais pesados em
farmacos triciclicos, Tese de doutorado, Programa de Pés-graduagdo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2007.

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.

12 Batista, B. L., Rodrigues, J. L., Nunes, J. A,, Tormen, L., Curtius, A. J., Barbosa, F. J., Talanta 76 (2008) 575 - 579.
4 Fecher, P. A,, Goldmann, |., Nagengast, A., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 977 - 982.

81 N6brega, J. A., Gélinas, Y., Krushevska, A., Barnes, R. M., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 1239 - 1242.

%1 bozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., Talanta 51 (2000) 903 - 911.

% Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.

o Ribeiro, A. S., Vieira, M. A, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann, U., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta
Part B 60 (2005) 693 - 698.

2 Willie, S. N., D. Gregoire, C., Sturgeon, R. E., Analyst 122 (1997) 751 - 754.
120 Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, VHC, 32 Ed., Alemanha, 1999.
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2.3.1.1. GF AAS

A GF AAS é uma técnica considerada confiavel para determinacdo de
elementos em baixas concentracfes, 0 que permite seu emprego para analise de
diferentes tipos de amostras e com variada faixa de concentragédo de elementos. O
seu uso € indicado quando se tem limitada quantidade de amostra disponivel ou o
analito esta presente em baixas concentragdes (nivel de pg L™).206:120

Um programa de aquecimento apropriado deve ser estabelecido para a
selecao das condi¢cOes de temperatura e tempo do programa de aquecimento. Desta
forma, € possivel eliminar os constituintes da matriz a fim de reduzir eventuais
interferéncias e evitar perda dos analitos anteriormente & etapa de atomizacg&o.>*?°

As interferéncias em GF AAS, como interferéncia espectral, podem ser
eliminadas com o uso de corretor de fundo. Ja interferéncias ndo espectrais, que
ocorrem devido ao efeito memoria, perdas de analitos por volatilidade e associacdes
de analitos com a matriz, podem ser corrigidas, dependendo do caso, usando fornos
transversais, modificadores quimicos, plataforma de L'vov e aumento na taxa de
aquecimento do tubo de grafite durante a etapa de atomizacéo.?°

Modificadores quimicos podem ser adicionados a amostra e padrdes com o
objetivo de diminuir algumas interferéncias. Dentre os principais destacam-se 0s
grupos IV a VI da tabela periédica, grupo da platina e compostos organicos. O
modificador é adicionado a amostra antes do aquecimento para tornar a matriz da
amostra mais volatil, ou o analito menos volatil, reduzindo, portanto, as perdas de
analito durante o processo de gueima. Os efeitos sdo estabilizacdo térmica de
analitos volateis, isomorfismo, aumento da volatilidade do analito durante a
atomizagado, aumento da volatilidade de concomitantes interferentes, transformacéao

quimica de certos interferentes e estabilizac8o térmica de interferentes.!!

106 Sturgeon, R. E. ,Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1451 - 1457.
Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, VHC, 32 Ed., Alemanha, 1999.
Acar, O., Talanta 55 (2001) 613 - 622.
' 1salev, D. L., Slaveykova, V. I., Mandjukov P. B., Spectrochim. Acta Rev. 13 (1990) 225 - 274.
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2.3.1.2. ICP OES

A ICP OES é uma técnica bem sucedida em funcédo da capacidade de analise
multielementar em diversos tipos de amostras.* Entre as aplicacdes desta técnica,
encontram-se amostras ambientais, bioldgicas, geoldgicas, metallrgicas, entre
outras. A possibilidade de trabalhar com uma ampla faixa linear, tipicamente de seis
ordens de magnitude, proporcionam versatilidade e produtividade.®*

O equipamento € composto basicamente por um sistema de introdugédo de
amostra, um plasma e um espectrometro de emissédo. Para ser introduzida no
plasma, a amostra precisa ser convertida em um fino aerossol, produzido pelo
nebulizador, o qual esta inserido numa camara de nebulizacdo. Os nebulizadores
pneumaticos concéntricos e de fluxo transverso (cross-flow) e as camaras de
nebulizacéo ciclénicas e de duplo passo (tipo Scott) sdo as mais usuais. O plasma,
formado por ions argdnio positivamente carregados, é mantido por um gerador de
radiofrequéncia e possui energia suficiente para atomizar, ionizar e excitar a maioria
dos elementos.*>®*

Interferéncias espectrais podem ocorrer em ICP-OES devido a emissdo de
radiacdo eletromagnética concomitante dos interferentes nas linhas espectrais dos
elementos de interesse. Estas interferéncias podem ser minimizadas pela selecéo
de diferentes linhas espectrais. Efeitos de matriz, de acidos e de ionizacdo também
sdo observados. Ajustes de matriz, diluicdo da amostra, calibracdo por adicdo de
analito, extracdo ou separacdo do analito podem ser necessarias para contornar

estas interferéncias.*>%*

2.3.1.3. ICP-MS

A ICP-MS tem a capacidade de analise multielementar, assim como ICP OES.
Entretanto, apresenta como vantagem a possibilidade de determinacdo de metais

em concentragcdes ainda mais baixas que GF AAS e ICP OES.

° Giné-Rosias, M. F., Espectrometria de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP AES), Piracicaba:
CENA (1998), 148 p.

Nolte, J., ICP Emission Espectrometry - A pratical guide. VCH, USA (2003), 267 p.
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A alta temperatura do plasma permite a geracdo de ions positivamente
carregados (M"), que sdo separados em um espectrometro de massa. Os ions M*
gerados no plasma sdo amostrados pela interface por diferenca de pressao. A partir
deste ponto os ions sdo conduzidos através da lente iGnica ao espectrometro de
massa pela aplicacdo de potenciais cada vez mais negativos. A lente iGnica tem por
funcdo conduzir os ions provenientes da interface em direcdo ao separador de
massa, bem como equalizar a energia cinética dos ions de razdo massa-carga
semelhante.*®>°

As interferéncias espectrais sdo representadas pela interferéncia isobarica,
formacao de espécies poliatbmicas, 6xidos refratarios e ions de carga dupla. As
interferéncias nao-espectrais sao devido a efeitos fisicos resultantes da
caracteristica da amostra.>®

A formacdo de espécies poliatbmicas no plasma é uma das maiores
limitagOes para a obtencdo de baixos limites de deteccdo para alguns elementos. A
utilizacdo da cela dindmica de reacdo e cela de colisdo possibilita que estas
interferéncias possam ser em grande parte, eliminadas para alguns elementos.
Amostras com elevado teor de carbono também podem causar interferéncias
espectrais, como por exemplo, “°Art2C* em ®2Cr*. Além disso, o excesso de carbono
pode causar deposicdo na interface do instrumento e alteragcdo na capacidade de
ionizacdo do plasma, modificando assim, as condi¢ces analiticas e a qualidade dos
resultados obtidos. A concentracdo do acido empregado também pode interferir na
etapa de nebulizacéo ou nas caracteristicas do plasma. Ajuste de matriz, diluicdo da
amostra, calibracao por adicdo de analito, diluicao isotpica, extracdo ou separacao

do analito podem ser usados para contornar estas interferéncias.**>°

46 Giné-Rosias, M. F., Espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS), Piracicaba: CENA (1999), 118 p.

° Jarvis, K. E., Gray, A. L., Houk, R. S., Handbook of inductively coupled plasma mass spectrometry. Blackie, USA,
1992, 380 p.
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2.4. METODOLOGIAS OFICIAIS PARA DETERMINACAO DE METAIS EM
ALIMENTOS

A referéncia oficial que estabelece métodos para andalise de alimentos € a
AOAC.%" Para determinacdo de metais, é recomendado um método geral para
alimentos sem distincdo por matriz de alimentos.

A GF AAS é recomendada para a quantificacdo Cd e Pb e F AAS para a
quantificacdo de Cu, Fe e Zn. O preparo de amostras recomendado é a
decomposicao por via imida em sistema fechado assistido por micro-ondas ou por
via seca.®” Adicionalmente, a norma recomenda a determinacdo de Cd e Pb por
voltametria de redissolucédo anddica e a determinacdo de As pelo método de azul de
metileno.

O método de decomposicao por via umida em sistema fechado assistido por
micro-ondas recomenda, como pré-tratamento da amostra, a homogeneizacdo e
secagem a 105 °C ou liofilizacdo. Na decomposicdo sao utilizados cerca de 200 a
500 mg de amostra seca, 5 mL de HNOs e 2 mL de H,0, 30%.%®

O preparo de amostra por via seca é baseado na calcinacdo a 450 °C em
forno mufla. O pré-tratamento consiste em homogeneizacéo e pré-secagem de cerca
de 10 a 20 g de amostra a 100 °C em estufa e posterior calcinacdo em mufla a
450 °C por 8 horas ou até a obtencao de cinzas claras. Posteriormente, o residuo é
dissolvido com &cido e os analitos determinados por F AAS ou GF AAS %"

O método de voltametria de redissolucdo anddica é baseado na
pré-calcinacdo da amostra com K,SO, e HNO3. Cerca de 5 a 10 g de amostra e
5 mL de K,SO,4 sdo submetidos a uma pré-secagem a 100 °C por 2 a 3 h e posterior
calcinacéo a 500 °C por 4 h ou overnight. O residuo resultante é dissolvido em HNO;
e aferido a 50 mL com agua. Uma aliquota de 5 mL é utilizada para andlise na célula

eletrolitica, sendo aplicado para a determinacédo de Cd e Pb.8"

87 Official Methods of Analysis - AOAC International, 18 th, ed. Gaithersburg (2006). a) Official Method 999.10 (9.1.08)
p.16; b) Official Method 999.11 (9.1.09), p. 19 e c) Official Method 982.23 (9.01.02) p. 3.



3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os procedimentos
empregados para o preparo de amostras e determinacdo de As, Cd e Pb por
GF AAS, ICP OES e ICP-MS.

S&o0 apresentados os parametros utilizados para os procedimentos de
solubilizacéo alcalina, decomposicéo por via seca, decomposicao por via imida em
sistema aberto e decomposi¢do por via umida em sistema fechado assistido por

micro-ondas.
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3.1. INSTRUMENTACAO

A decomposicdo por via Umida em sistema fechado assistido por
micro-ondas foi feita em forno micro-ondas (Anton Paar, modelo Multiwave 3000,
Austria) equipado com 8 frascos de quartzo com volume interno de 80 mL. As
condicbes maximas de temperatura, pressdo e poténcia de operacdo sao,
respectivamente, 280 °C, 80 bar e 1400 W.

A decomposicdo por via imida em sistema aberto foi realizada em bloco de
aquecimento (Velp Scientifica, modelo DK 42, Itdlia) com capacidade de 42 tubos de
vidro de 24 cm comprimento e 26 mm de diametro.

A solubilizacdo em meio alcalino foi realizada diretamente em frascos de
polipropileno de 15 mL, com auxilio de aquecimento e agitagdo realizado em
banho-maria (Logen Scientific, modelo Dubnoff LS-5400D, Brasil).

A decomposicdo por via seca foi feita em forno mufla (Jung, modelo J200,
Brasil). Os procedimentos de secagem foram feitos em estufa com circulacdo de ar
(Nova Técnica, modelo 400/2ND, Brasil) e a dissolu¢cdo de residuo mineral em
chapa de aguecimento (Marconi, modelo MA239, Brasil).

A determinacao de lipideos foi feita em extrator de lipideos (Velp Scientifica,
modelo SER 148/6). A determinacéo de proteina foi feita com o auxilio de digestor
(Velp Scientifica, modelo DK 20) e destilador de proteina (Velp Scientifica, modelo
UDK 132).

As pesagens de reagentes e amostras foram feitas em balanca analitica
(Shimadzu, modelo AY220, Filipinas) com resolucdo de 0,0001 g. O ambiente de
trabalho envolvendo as etapas de preparo de amostras e de determinacdo foi
equipado com sistema de ar filtrado para diminuir o risco de contaminacao.

A determinacdo por GF AAS foi feita empregando um espectrometro de
absorcdo atbmica com forno de grafite (Analytik Jena, modelo ZEEnit 60, Alemanha)
equipado com sistema de correcdo de fundo baseado no efeito Zeeman,
aguecimento transversal e acessorio para introducdo de amostras através de
amostrador automatico (modelo MPE 60). Foram empregados tubos de grafite

pirolitico com plataforma integrada para introducéo de liquidos.
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As determinagbes por ICP OES foram feitas em um espectrometro de
emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer, modelo Optima
4300 DV, EUA), equipado com nebulizador do tipo GemCone e camara de
nebulizacéo ciclénica. As determinacdes por ICP-MS foram feitas em espectrometro
(PerkinElmer SCIEX, modelo ELAN DRC II, Canad4d) com nebulizador concéntrico
(Meinhard Associates, EUA) e camara de nebulizagéo ciclonica.

A determinacéo de carbono foi feita em um espectrémetro de emisséo optica
com plasma indutivamente acoplado com vista axial (Spectro Analytical Instruments,
modelo Ciros CCD, Alemanha) equipado com nebulizador de fluxo cruzado (cross
flow) e camara de nebulizacdo de duplo passo (tipo Scott). O plasma foi gerado a

partir de argbénio (99,998% de pureza, White Martins, Brasil).

3.2. REAGENTES

A &gua utilizada foi previamente destilada, desionizada em uma coluna de
troca iGnica e posteriormente purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com
resistividade minima de 18,2 MQ cm. O &acido nitrico concentrado (65%, Merck,
Alemanha) e HCI (37%, Merck) foram purificados usando um sistema sub-boiling
(Milestone, modelo duoPUR 2.01E, Itélia). O perdxido de hidrogénio foi utilizado na
concentracdo de 30% (P.a.,, Belga, Brasil) e a solucdo de hidroxido de
tetrametilam6nio na concentragdo de 25% (m/v) em agua (Sigma-Aldrich, EUA).

As solucbes de referéncia aquosas empregadas foram feitas a partir da
diluicho de solucdo estoque de 10 mg L* (Science PlasmaCAL SCP33MS
140-130-325, Canadd). As solucdes de Pd 0,2 e 1 gL'1 empregadas como
modificador quimico foram preparadas a partir da solucdo estoque de
100£0,2 g L de Pd em HNO; 15% (Merck). A solucdo de fosfato de amoénio
15¢ L™ foi preparada a partir de (NH;)H,PO,4 (P.a, Merck) e a solucdo 0,6 g L™ de
Mg foi preparada a partir de Mg(NO3),.6H,0 (P.a, Merck).
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3.3. AMOSTRAS

As amostras de carne (aves, bovina, equina e suina), figado (suino), rim
(suino) e produtos carneos (linguica, presunto e salsicha) foram adquiridas no
comércio local de Lajeado - RS. As amostras de rim bovino foram doadas pelo
Laboratorio LANAGRO - RS.

3.3.1. Preparo das amostras

As amostras in natura foram lavadas com agua, cortadas com faca de aco
inoxidavel e cominuidas usando um liquidificador doméstico (Arno, modelo Chrome)
descontaminado com HNO3 1,4 mol L™.3*% Apés a cominuicio as amostras foram
acondicionadas em recipientes de poliestireno e congeladas a - 10 °C.

A secagem das amostras foi feita em liofilizador (Terroni, modelo LH2000/3,
Brasil) e a subsequente cominuicdo em moinho criogénico (Spex, modelo 6750
Freezer/Mill, EUA).

3.4. MATERIAIS DIVERSOS

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratério foram
descontaminados por imersdo em solugdo de HNOjz; 1,4 mol Lt por 24 h e
posteriormente lavados com agua.

Os planejamentos fatoriais e graficos de superficie de resposta foram feitos
no software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA). A comparacado de resultados obtidos pelas
diferentes técnicas avaliadas, foram feitos utilizando o software GraphPad Software,

Inc. (InStat 2.1), aplicando o teste de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer.

33 . - . N .
Damin, I. C. F., Investigacdo da amostragem direta para determinacdo de elementos traco em carne in natura e em
petroleo usando espectrometria de absorgdo atdmica com forno de grafite, Tese de doutorado, Programa de Pos-
graduacdo em Quimica, UFRGS, Porto Alegre - RS, 2009.

Ridgway K., Lalljie S. P. D., Smith R. M., J. Chromatogr. A 1153 (2007) 36 - 53.
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3.5. PROCEDIMENTO DE PREPARO DE AMOSTRAS

3.5.1. Decomposicdo por via uUmida em sistema fechado assistido

por micro-ondas

O procedimento de decomposicdo por via Umida em sistema fechado
assistido por micro-ondas foi realizado de acordo com o método AOAC 999.11.5@
Amostras de carne e rim foram decompostas em forno de micro-ondas para a
posterior determinacdo de As, Cd e Pb por GF AAS, ICP OES e ICP-MS. Cerca de
exatamente 400 mg de amostra in natura foram transferidos para frascos de quartzo
do forno de micro-ondas. Apds, foram adicionados 5 mL de HNO3 65% (m/m) e 2 mL
de H,0, 30% (m/m) nos frascos e a mistura permaneceu em repouso por 2 h. Apés
esta etapa, os frascos foram fechados e submetidos ao programa de aquecimento
mostrado na Tabela 4. A temperatura e pressdo maxima foram de 280 °C e 80 bar,

respectivamente.

Tabela 4. Programa de aguecimento utilizado para a decomposi¢cdo de amostras por via Umida em

sistema fechado assistida por micro-ondas.

Etapa Poténcia, W Tempo de permanéncia, min
1 250 3
2 630 5
3 500 22
4% 0 15

*Resfriamento.

Apos o resfriamento, a solugdo obtida foi transferida para um frasco de
polipropileno com capacidade para 50 mL e o volume aferido a 30 mL com agua. Os
brancos e materiais de referéncia certificados (CRM) foram preparados de maneira

idéntica as amostras.

87 Official Methods of Analysis - AOAC International, 18 th, ed. Gaithersburg (2006). a) Official Method 999.10 (9.1.08)
p.16; b) Official Method 999.11 (9.1.09), p. 19 e c) Official Method 982.23 (9.01.02) p. 3.
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3.5.2. Decomposi¢cdo em sistema aberto em forno tipo mufla

O procedimento de decomposicdo por via seca foi realizado de acordo com o
método AOAC 999.11.8”° Cerca de 10 a 20 g de amostra in natura foram pesadas
em cadinhos de platina ou porcelana e secos em estufa em temperatura de 100 °C.
A amostra previamente seca foi transferida para o forno tipo mufla, aplicando um
programa de aquecimento com aumento gradual de temperatura (50 °C/h) até
450 £ 25 °C no qual permaneceu até a completa carbonizacdo, indicado pela
obtencdo de cinzas claras. Apés o resfriamento foram adicionados 5 mL de HCI
6mol L' e a solucdo evaporada até a secura em chapa de aquecimento. Entéo,
foram adicionados 30 mL de HNO; 0,1 mol L™ para dissolucdo do residuo mineral.
Os cadinhos foram cobertos com vidro reldgio e deixados em repouso por 2 h, de
modo que todo o residuo entrasse em contato com o acido. A solucdo obtida foi
transferida para frasco de polipropileno de 50 mL e o volume aferido a 30 mL com
HNOs; 0,1 mol L™,

3.5.3. Decomposicao por via Umida em sistema aberto em bloco digestor

A decomposicao em sistema aberto foi realizada em bloco digestor. A massa
de amostra foi avaliada na faixa de 0,3 a 5 g de amostra in natura. O volume de
HNO3; (5 e 10 mL), temperatura (120, 130, 140, 150, 180 e 200 °C) e o tempo de
aguecimento (1 e 2 h) foram avaliados. O efeito do H,O, como agente oxidante
também foi avaliada. Nesta condicdo, apds o arrefecimento da solucao digerida com
HNOj3, foi adicionado 1 mL de H,O, mantendo o aquecimento por mais 1 h. Durante
toda a decomposicdo os tubos foram parcialmente tampados com materias de vidro
desenvolvidos no Laboratério de Hialotecnia da UFSM. Apoés resfriamento a solucao
foi transferida para um frasco de polipropileno de 50 mL e o volume aferido a 30 mL

com agua.

87 Official Methods of Analysis - AOAC International, 18 th, ed. Gaithersburg (2006). a) Official Method 999.10 (9.1.08)
p.16; b) Official Method 999.11 (9.1.09), p. 19 e c) Official Method 982.23 (9.01.02) p. 3.
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3.5.4. Solubilizagdo com TMAH

A solubilizacdo em meio alcalino foi realizada com TMAH 25% (m/v) em
agua. As amostras in natura foram pesadas diretamente em frascos de polipropileno
de 15 mL. A massa de amostra (100 a 500 mg) e o volume de TMAH (100 a 500 pL)
foram avaliados. Estes parametros foram otimizados de modo a obter uma condicéo
de compromisso entre eficiéncia de solubilizacdo, limite de deteccéo (LD) e a técnica
de quantificacéo a ser aplicada.

As condi¢cbes de solubilizagdo como temperatura e tempo também foram
avaliadas. O aquecimento entre 50 a 90 °C foi utilizado para acelerar a etapa de
solubilizacdo. A agitacdo foi fixada em 150 rpm e teve a finalidade de promover
melhor solubilizagéo propiciada pelo maior contato da amostra com a solugdo de
solubilizacdo. Os procedimentos de aquecimento e agitacdo foram realizados em
banho tipo Dubnoff, conforme mostrado na Figura 2. Posteriormente, o volume foi
aferido a 10 mL com agua.

O conjunto de experimentos desenvolvidos no trabalho foi estabelecido
através da combinacdo de diferentes variaveis envolvidas no preparo da amostra.
Foi realizado um planejamento fatorial linear 2* com 1 ponto central, envolvendo as

variaveis massa de amostra, volume de TMAH, tempo e temperatura.

Figura 2. Equipamento utilizado para aquecimento e agitacao na solubilizacdo com TMAH.

Na Figura 3 € mostrado um fluxograma simplificado com procedimentos de

preparo de amostras e técnicas de quantificacdo recomendados pela AOAC (via
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seca e via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas) e propostos neste
trabalho (decomposicdo por via Umida em sistema aberto e solubilizagdo com
TMAH).
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Métodos de preparo de amostras
Métodos recomendados pela AOAC* Métodos propostos
Decomposic¢éo por via Gmida Decomposic&o por via Solubilizag&o alcalina
em sistema fechado Gmida em sistema aberto com TMAH
assistido por micro-ondas
| |
400 mg de amostra 10 g de amostra 300 a 500 mg de 100 a 500 mg de
in natura in natura amostra in natura amostra in natura
HNO; 14 mol L™ 450 °C até obtencéo HNO; 14 mol L™
+ H,0, 30% de cinzas claras Volume de TMAH 25%
| ] | 100 a 500 pL
Tempo de repouso HCI 6 mol L_ll
(2 h Solubilizag&o das cinzas Aquecimento: 120, 130, 140, 150, 180 e 200 °C | |
em chapa de aguecimento
| [ | | Tempo Temperatura Agitagao
; % 4 0,5a2h 50 a90°C 150 rpm
30 min, pressdo e temperatura max. 1 ’
80 bar e 280 °C. respectivamente HNO; 0,1 mol L H.0. 30% o
T Determinagéo de | |
Determinacao de Determinagéo de As, Cd e Pb
As, Cd e Pb As, Cd e Pb Agquecimento, 1 h Determinagéo de
| As, Cd e Pb
ICP OES ICP - MS GF AAS ICP OES GF AAS ICP OES ICP OES GE AAS ICP OES GF AAS

Figura 3. Fluxograma dos métodos de preparo de amostra e quantificacdo investigados.

* Recomendado pela AOAC para determinacédo de Cd e Pb por GF AAS.
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3.6. DETERMINACAO DE As, Cd E Pb POR GF AAS

Os tubos de grafite foram inicialmente condicionados termicamente usando
um programa proprio de formatacao do equipamento.

As curvas de pirdlise e atomizacdo foram obtidas, investigando a
necessidade de uso de modificador quimico. Em todas as determinacfes foram
empregados 20 puL de amostra. Os modificadores foram empregados nas seguintes
condicées: 1%° e 10 pg**® de Pd para os elementos As, Cd e Pb; 45 pg de
(NH.)H,PO,**® e a mistura 10 pug Pd + 6 pg Mg*® para o elemento Cd.

Para a determinacdo de As, Cd e Pb foram utilizadas as condi¢cdes
recomendadas pelo fabricante com relacdo a corrente da lampada de catodo oco e
fenda espectral. Os programas de temperatura foram otimizados através da
construcdo de curvas de pirdlise e atomizacdo. Os parametros operacionais e

programa de aquecimento estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros operacionais e de aquecimento usados para a determinacdo de As, Cd e Pb

por GF AAS.
Parametros Elementos

As Cd Pb
Comprimento de onda (nm) 193,7 228,8 283,3
Fenda espectral (nm) 0,8 1,2 0,8
Corrente aplicada & lampada de catodo oco (mA) 55 3,0 4,0
Secagem (°C 130 130 130
Rampa (°Cs™) 5 5 5
Tempo de permanéncia (s) 60 45 45
Pirglise (° C) 1000 - 1500 400 - 900 400 - 800
Rampa ° Cs™) 50 50 50
Tempo de permanéncia (s) 60 60 60
Atomizacao (°C) 1900 - 2500 900 - 1600 1300 - 2100
Rampa (°C s ™) FP? Fp? Fp?
Tempo de permanéncia (s) 5 20 10

Etapa de limpeza para todos os elementos: 2500 °C, rampa 2000 °C s_l, tempo 4 s.
Gasdepurga: 2L min™ em todas as etapas, exceto na atomizagdo, quando o gas é interrompido.
®FP = Poténcia maxima

%0 Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.

% Damin, I. C. F., Silva, M. M., Vale, M. G. R., Welz, B., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 1037 - 1045.

69 Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.

193 gjjya, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M., Analyst, 124 (1999) 1843 -1846.

33 . N . N .
Damin, I. C. F., Investigac&do da amostragem direta para determinacdo de elementos traco em carne in natura e em
petroleo usando espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite, Tese de doutorado, Programa de Poés-
graduacédo em Quimica, UFRGS, Porto Alegre - RS, 2009.



Materiais e Métodos 47

3.7. DETEMINACAO DE As, Cd E Pb POR ICP OES E ICP-MS

A determinacédo por ICP OES foi feita nas amostras tratadas com TMAH,
decomposicao por via Umida em sistema aberto, por via imida em sistema fechado
e por via seca. A determinacdo por ICP-MS foi feita somente nas amostras
decompostas por via umida em sistema fechado assistido por micro-ondas.

Todas as medic¢des por ICP OES foram feitas em vista axial do plasma. As

condi¢Oes de operagao dos equipamentos utilizados sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes operacionais do ICP OES e ICP-MS.

Parametros ICP OES* ICP-MS**
Poténcia do gerador de radiofrequéncia, W 1400 1300
Vaz3o de argénio principal, L min™ 15 15
Vazéo de nebulizagao, L min™ 0,60 1,09
Vazéo de argdnio auxiliar, L min™ 0,2 1,2
Comprimento de onda As, nm* 188,979 (I) -
Raz&o massa/carga As, m/z** - 75
Comprimento de onda Cd, nm* 228,802 (1); 214,440 (1) -
Raz&o massa/carga Cd, m/z** - 111; 114
Comprimento de onda Pb, nm 217,000 (1) -
Razao massa/carga Pb, m/z** - 206; 207; 208

3.8. DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONO RESIDUAL

A determinacéo do teor de carbono residual (RCC) nas amostras digeridas
por via imida em sistema aberto foi adaptada do procedimento descrito por Flores et
al.*? As determinacBes foram conduzidas por ICP OES (Spectro Ciros CCD). Os
comprimentos de onda de emisséo utilizados para a determinagéao de carbono foram
193,091 e 247,856 nm. Foi utilizado itrio como padréo interno, a uma concentracao
final de 1 mg L™, sendo monitorado em 371,030 nm. As solucdes de calibracéo e as

amostras foram preparadas da mesma maneira.

42 Flores, E. M. M., Mesko, M. F., Moraes, D. P., Pereira, J. S. F., Mello, P. A., Barin, J. S., Knapp, G., Anal. Chem 80
(2008) 1865 - 1870.
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Para a determinacdo de RCC foi necessaria a remocao de carbono dissolvido
na forma de CO,. Amostras e soluc¢des de calibragdo foram purgados com argdnio
por 2 minutos antes das determinacdes. Este tempo foi otimizado através do
monitoramento do teor de carbono apoés diferentes periodos de purga. A remocao do
carbono dissolvido foi considerada efetiva a partir da condigdo em que n&o foi mais

observada variacdo do teor de carbono.

3.9. DETERMINACAO DE ACIDEZ

A determinacdo da acidez nas amostras decompostas em meio acido foi
adaptada do procedimento descrito por Wasilewska et al.'*® Foi realizada titulacdo

acido-base com solu¢do padronizada de NaOH 0,1 mol L™

3.10. DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL

A determinacdo de gordura, proteina, umidade e matéria mineral foram
realizadas de acordo com métodos analiticos fisico-quimicos para controle de
produtos carneos e seus ingredientes, do MAPA oficializados através da Instrucéo
Normativa n° 20, de 1999.'8

A determinacdo de gordura nas solucbes obtidas apds procedimento de
decomposicdo em sistema aberto foi realizada conforme Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater.*®®

3.11. AVALIACAO DA EXATIDAO PARA OS PROCEDIMENTOS PROPOSTOS

A exatidao dos procedimentos propostos foi avaliada através da andlise de

CRMs com caracteristicas semelhantes as amostras. Foram utilizados os CRMs de

19 Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.

'8 Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instru¢do Normativa n° 20, de 21 de julho de 1999,
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (1999).
105 Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater; 21* ed., Method 5520 D (2005) 5 - 40.
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musculo bovino (Bovine Muscle Powder 8414), figado bovino (Bovine liver 1577) e
figado de peixe (Dogfish liver DOLT-3), adquiridos do National Research Council of
Canada (Canad4). Os CRMs foram submetidos ao mesmo tratamento das amostras,
mantendo-se a mesma proporcdo de massa de amostra empregada para as
amostras in natura.

Os métodos de preparo de amostra e técnicas de determinagcdo também
foram avaliados através de testes de recuperacdo. O teste consistiu na adicdo de
massas conhecidas de As, Cd e Pb as amostras antes dos procedimentos de
decomposicdo ou solubilizacdo para posterior avaliagdo da recuperacdo dos
mesmos. A massa adicionada foi escolhida considerando as concentragbes
naturalmente presentes na amostra, do fator de diluicdo do método de preparo e/ou
LD da técnica aplicada.

Além disso, foi feita a determinagdo de As, Cd e Pb tanto por GF AAS
quanto por ICP OES nas amostras de carne e produtos carneos apds tratamento

pelos métodos propostos.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados aqui apresentados encontram-se subdivididos em cinco partes.
Primeiramente, realizou-se uma avaliacdo dos métodos recomendados pela AOAC,
tais como decomposicdo por via Umida em sistema fechado assistido por
micro-ondas e decomposicdo por via seca. Em seguida, serdo descritos o0s
procedimentos de otimizacdo da decomposicdo por via Umida em sistema aberto e
solubilizacdo com TMAH, além da otimizacdo dos parametros operacionais da
GF AAS. Posteriormente, realizou-se uma comparacgao dos resultados obtidos pelos
métodos de preparo de amostra avaliados e posterior determinagéo de As, Cd e Pb
por diferentes técnicas (GF AAS, ICP OES e ICP-MS). Por fim, os métodos
propostos foram aplicados a diferentes tipos de amostras de carne (aves, bovina e

suina), figado (suino) e produtos carneos (linguica, presunto e salsicha).
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4.1. PREPARO DE AMOSTRA

4.1.1. Avaliagdo dos métodos recomendados pela AOAC

Conforme citado anteriormente (item 2.4), as decomposi¢cfes por via Umida
em sistema fechado assistido por micro-ondas e por via seca sao recomendadas
pela AOAC para posterior determinacdo de Cd e Pb.?” Contudo, estes métodos nédo
fazem distingdo por matriz de alimentos e se restringem a posterior determinagéo
por GF AAS. Além disso, ndo ha recomendacédo para a determinacdo de As. Desta
forma, ensaios de recuperacédo e/ou concordancia com CRM foram realizados com o
intuito de avaliar a adequabilidade destes métodos de decomposicdo para posterior

determinacao de As, Cd e Pb em amostras de carne e produtos carneos.

4.1.1.1. Decomposicdo por via umida em sistema fechado assistido por

micro-ondas

A avaliacdo da exatiddo deste método foi feita através da decomposicdo de
CRMs de musculo bovino (Bovine muscle 8414) e figado bovino (Bovine Liver 1577)
e posterior determinacgéo de As, Cd e Pb por GF AAS, ICP OES e ICP-MS, conforme
mostrado na Tabela 7.

87 Official Methods of Analysis - AOAC International, 18", ed. Gaithersburg (2006). a) Official Method 999.10 (9.1.08)
p.16; b) Official Method 999.11 (9.1.09), p. 19 e c) Official Method 982.23 (9.01.02) p. 3.



Apresentacao e Discussao dos Resultados 52

Tabela 7. Resultados de As, Cd e Pb em CRM Bovine muscle 8414 e Bovine liver 1577.
Decomposicdo de 400 mg por via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas e
determinacéo por GF AAS, ICP OES e ICP-MS (mg kg’l, n=3).

CRM 8414 (Musculo bovino)

CRM 1577 (Figado bovino)

Analitos  Técnica enc\ga:'?r;do cer\t/i?ilgf;do Valor encontrado cervti?ilggdo
As GF AAS <0,50 0,009 + 0,003 <0,50 0,055 + 0,005
ICP OES <1,60 0,009 + 0,003 <1,60 0,055 + 0,005
ICP-MS 0,010 + 0,001 0,009 + 0,003 0,056 + 0,003 0,055 + 0,005

Cd GF AAS 0,014 + 0,003 0,013 +0,011 0,27 £ 0,01 0,27 £ 0,04

ICP OES <0,07 0,013 +0,011 0,28 £ 0,01 0,27 £ 0,04

ICP-MS 0,014 + 0,002 0,013 +£0,011 0,29 + 0,04 0,27 + 0,04

Pb GF AAS 0,38 + 0,01 0,38+ 0,24 0,33+ 0,04 0,34 + 0,08

ICP OES <0,70 0,38+ 0,24 <0,70 0,34 + 0,08

ICP-MS 0,383 + 0,005 0,38+ 0,24 0,34 + 0,03 0,34 + 0,08

Os resultados obtidos foram concordantes com os valores certificados. O LD
na determinacdo de As, Cd e Pb por ICP-MS foi de 0,009; 0,005 e 0,007 mg kg'l,
respectivamente. Na determinacéao de Cd e Pb por GF AAS os LDs foram de 0,004 e
0,08 mg kg, respectivamente.

A decomposicédo por via imida em sistema fechado assistido por micro-ondas
tem sido amplamente utilizada para decomposicdo de amostras biolégicas,?*3°47"
apresentando como principal vantagem a minimizacdo de problemas associados a
contaminaco ou perdas.® Este procedimento de preparo de amostra foi considerado
adequado para a posterior determinacdo de As, Cd e Pb na matriz de carne, no
entanto, dependendo do equipamento disponivel, pode ser de dificil aplicacdo em
laboratérios de rotina que trabalham com uma grande demanda de amostras.
Geralmente os rotores de micro-ondas tém baixa capacidade de processamento,
permitindo a decomposicdo de poucas amostras a cada ciclo.* Além disso, s&o

requeridos ciclos de limpeza para descontaminacao dos frascos que, em virtude da

% Cid, B. P., Boia, C., Pombo, L., Rebelo, E., Food Chem. 75 (2001) 93 - 100.
% Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

4 Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A., Nogueira, A. R. A, Talanta 79 (2009)
396 - 401.

" Mendil, D., Uluozlu, O. D., Hasdemir, E., Tuzen, M., Sari, H., Suicmez, M., Food Chem. 90 (2005) 175 - 179.
> Arruda, M. A. Z., Santelli, R. E., Quim. Nova 20 (1997) 638 - 643.
1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
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baixa frequéncia de analise, tornam o procedimento mais moroso do que outros
sistemas convencionais.>*!

O equipamento utilizado neste trabalho permitiu o processamento de somente
duas amostras (em triplicata) e dois brancos por batelada. Apesar de haver modelos
de fornos micro-ondas com maior capacidade, muitos laboratérios ndo dispdem
destes equipamentos. Assim, tendo em vista que para fins de monitoramento de
rotina de contaminantes inorganicos em carnes, outros métodos de preparo de
amostras com elevada frequéncia de analise e baixo custo tornam-se mais

adequados.

4.1.1.2. Decomposicao por via seca

Apesar do procedimento de decomposicdo em mufla apresentar boa
eficiéncia de decomposicéo, este pode estar sujeito a perdas e/ou contaminag¢ao por
se tratar de um sistema aberto e empregar elevadas temperaturas. A avaliacéo
deste método foi feita através de ensaio de recuperacao de analitos adicionados nas
amostras e concordancia com CRM.

A adicdo de analito foi realizada através da adicdo de quantidades conhecidas
de As, Cd e Pb a amostra de carne equina in natura antes do procedimento de
decomposicdo. A massa adicionada foi escolhida considerando a concentracao
naturalmente presente na amostra e/ou LD da técnica. As determinacdes foram
feitas por ICP OES.

A Figura 4 mostra o aspecto da decomposicado de 10 g de amostra de carne
equina submetida a temperatura de 450 °C por um periodo de 4, 8, 12 e 16 h de
decomposicdo. O tempo de decomposicdo varia de acordo com a matriz e a
quantidade de amostra, de tal modo que na amostra em questdo foram necessarias

16 h de decomposicdo em mufla para a obtencédo de cinzas claras.

> Arruda, M. A. Z., Santelli, R. E., Quim. Nova 20 (1997) 638 - 643.
1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
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Figura 4. Aspecto das amostras de carne equina (10 g) ap6és decomposicao por via seca por a) 4 h;
b) 8 h; ¢) 12 h e d) 16 h de calcinagdo em mufla.

A avaliacdo da exatiddo dos métodos de decomposicao por via seca também
foi feita através de CRM. Cerca de 100 mg de CRM de figado de peixe (Dogfish liver
DOLT-3) foram submetidos a temperatura de 450 °C por 16 h. Este CRM foi
escolhido por ser uma matriz semelhante a amostra em estudo e apresentar
concentracbes adequadas de As, Cd e Pb para a determinacdo por ICP OES. A

Tabela 8 mostra os resultados de recuperagao e a concordancia com CRM.

Tabela 8. Recuperacdo de As, Cd e Pb adicionados em amostra de carne equina e concordancia
com CRM DOLT-3. Determinagéo por ICP OES (n = 3).

Adicao de analito CRM DOLT-3
ad:\élgisaa:ja, rec'\L/JISZrS:da, Recu(p())/((a))ragéo en(:\faﬂt?;ijo ce?(ieflig_(ilo Concg);)d)éncia
(L9) (1) (mg kg ) (mg kg )
As 1,58 0,24 15 1,59 + 1,08 10,2+ 0,5 16
Cd 1,35 1,37 102 18,6 + 0,7 19,4+ 0,6 96
Pb 0,83 0,87 105 0,33+0,07 0,32+0,05 103

Conforme pode ser observado na Tabela 8, a recuperacdo dos analitos e a
concordancia com CRM foi quantitativa para Cd e Pb. Entretanto, observaram-se
perdas de As na amostra com adicdo de analito e no CRM. Perdas de As em
decomposicdo por via seca também foram observadas por Vassileva et al.'*® e
Barin® para amostras ambientais e de fArmacos, respectivamente. Desta forma, este
método de preparo de amostra pode ser considerado inadequado para posterior
determinacdo de As. Além disso, outras desvantagens do método foram a

116 Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M., Talanta 54 (2001) 187 - 196.

8 Barin, J. S., Desenvolvimento de procedimentos alternativos de preparo e de determinagdo de metais pesados em
farmacos triciclicos, Tese de doutorado, Programa de P6s-graduagéo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2007.
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morosidade e a contaminag&o indicada por brancos relativamente altos para alguns

elementos.

4.1.2. Métodos de preparo de amostra propostos

Uma vez que os métodos recomendados pela AOAC apresentaram algumas
restricbes ou dificuldades, métodos alternativos foram propostos visando métodos
adequados de preparo de amostra para posterior determinacédo de As, Cd e Pb em
carne. A seguir, procedimentos de preparo de amostra, tais como decomposi¢ao por

via imida em sistema aberto e solubilizagdo com TMAH serao discutidos.

4.1.2.1. Decomposicao por via Umida em sistema aberto

A decomposicdo por via umida em sistema aberto foi proposta devido a sua
facilidade de implementacéo, baixo custo e flexibilidade em relacédo as condi¢des de
decomposicdo. Utilizou-se amostra de carne equina, pois geralmente apresentam
teores maiores de elementos tracos do que outras carnes, ja que estes animais
normalmente sdo abatidos mais velhos.'*® A decomposicdo foi feita em bloco
digestor e foram otimizados parametros como volume de acido, massa de amostra,
temperatura, tempo e efeito do uso de H,O, como oxidante auxiliar. Todas as

determinacdes foram feitas por ICP OES.

4.1.2.1.1. Volume de &cido nitrico

As condi¢cdes de decomposicao foram adaptadas do procedimento descrito
por Roduskin et al.”® empregando 1 g de amostra, temperatura de 120 °C e tempo
de 2 h. Foi realizada a comparagcao da decomposi¢cdo com 5 e 10 mL de HNOs. As
amostras decompostas com 5 mL apresentaram coloracéo fortemente amarelada,
turbidez e gordura em suspensédo. Estas caracteristicas ndo foram observadas para
as amostras decompostas com 10 mL, desta forma, este volume de acido foi

selecionado e utilizado nos experimentos posteriores.

118 Waegeneers, N., Pizzolon, J. C., Hoenig, M., Temmerman, L. D., Food Addit. Contam. Part A 26 (2009) 1239 - 1248.
9 Rodushkin, I., Ruth, T., Huhtasaari, A., Anal. Chim. Acta 378 (1999) 191 - 200.


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=26#v26
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4.1.2.1.2. Massa de amostra

A massa de amostra foi avaliada através da decomposicdo de 1, 2,3,4e5¢g
de amostra in natura, com 10 mL de HNO3 a 120 °C por 2 h.

Nas amostras decompostas observou-se maior intensidade de coloracdo a
medida que aumentava a massa de amostra. As solucdes oriundas da
decomposicdo de 4 e 5 g de amostra apresentaram turbidez, elevado teor de sélidos
dissolvidos e significativo teor de gordura em suspensdo. Também houve dificuldade
na andlise por ICP OES das solug¢des obtidas pela decomposicéo de 3 g de amostra,
havendo extincdo do plasma durante as medidas, provavelmente devido a alta
guantidade de carbono presente. Assim, foi escolhida a condi¢cdo de 2 g de amostra

como sendo a massa maxima de amostra in natura a ser empregada.

4.1.2.1.3. Efeito do peréxido de hidrogénio

Em vista da intensa coloracdo observada na decomposicdo com HNOg, 0
efeito do H,O, em combinacdo com este acido foi investigado. O H,O, € comumente

257292 o tem a finalidade de auxiliar

empregado em procedimentos de decomposicao
na oxidacdo da matéria organica, aumentando o poder oxidante do &acido,
promovendo a remocdo da coloracdo da solucdo.”® Para este estudo foram
selecionadas amostras de carne e produtos carneos com diferente composicdo
centesimal (Tabela 9), para posterior avaliacdo da eficiéncia do H,O, em relacdo a

reducao do teor de RCC% e decomposicdo da gordura.

Tabela 9. Composicdo centesimal das amostras decompostas com HNO3z e HNO; + H,0,, (n = 3).

Parametros Carne equina Rim suino Linguica
Umidade (%) 76,2+0,1 78,8+0,1 47,7+0,1
Gordura (%) 1,66 + 0,04 1,11 + 0,02 29,4+0,1
Proteina (%) 20,1+0,1 16,9+0,2 16,6 + 0,1
Cinzas (%) 1,06 £ 0,02 1,17 £ 0,02 4,66 + 0,35

% Carrilho, E. N. V. M., Nogueira, A. R. A, Nébrega, J. A,, Souza, G. B., Cruz, G. M., Fresenius J. Anal. Chem. 371
(2001) 536 - 540.

2 \Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Berman, S. S., J. Anal. At. Spectrom. 4 (1989) 323 - 327.
92 Reid, H. J., Greenfield, S., Edmonds, T. E., Analyst, 120 (1995) 1543 - 1548.
" Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 - 451.
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A decomposicéo foi feita empregando cerca de 2 g de amostra com 10 mL de
HNO3, em bloco digestor a 120 °C por 1 h. O procedimento consistiu em uma etapa
adicional onde, apos o arrefecimento da solucdo decomposta com HNOj, foi
adicionado 1 mL de H,O, e aqueceu-se por mais 1 h. Salienta-se que nos dois
procedimentos (presenca e auséncia de H,O,), o tempo total de decomposicédo foi
de 2 h.

O efeito do H,O, também foi avaliado em relacéo a eficiéncia na remocéo da
coloracdo. As amostras decompostas na presenca de H,O, apresentaram-se mais

limpidas e claras, conforme pode ser visto na Figura 5.

' i ' i " '
Figura 5. Aspecto das solu¢gBes empregando diferentes massas de amostra na decomposi¢ao por via
Umida em sistema aberto a 120 °C/2 h com 10 mL de HNO; (a, b, c, d, €) e 10 mL de

HNO; + 1 mL H,0; (f, g, h, i, j). A massa de amostra corresponde a 1 (a, f), 2 (b, g), 3 (c,
h),4(d,i)e5g(e,]).

O teor de RCC é um importante indicativo para avaliar a eficiéncia de
decomposicdo*!®. Este parametro sera discutido posteriormente (item 4.1.2.1.5),
porém, para poder verificar a acdo do H,O,, na Tabela 10 & mostrada uma
comparacao do teor de carbono (em solugcdo) nas amostras decompostas na
auséncia e presenca de H,O,. Além disso, sdo mostrados os teores de gordura

residual apés a digestao.

49 Gouveia, S. T., Silva, F. V., Costa, L. M., Nogueira, A. R. A., N6brega, J. A., Anal. Chim. Acta 445 (2001) 269 - 275.
19 Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.
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Tabela 10. Teor de carbono e de gordura residual apés a digestdo com HNO3 (10 mL) e HNO; (10
mL) + H,O, (1 mL). Decomposicdo de 2 g de amostra por via Umida em sistema aberto a
120°C/2 h, (n = 3).

x Teor rdura resi I
Teor de carbono em solucéo eor de gordura residua

(g 100 mL-l) apé?(yi\ r?]i/?ﬁ)stéo
Amostras HNO3; HNO; + H,0, HNO; HNO; + H,0,
Carne equina 0,25+0,01 0,20+ 0,01 0,11+ 0,01 0,10+ 0,01
Rim suino 0,28 £ 0,01 0,22 £ 0,01 0,20 £ 0,06 0,18 £ 0,03
Linguica 0,61 £ 0,04 0,57 £ 0,02 8,82 £ 0,60 9,12 + 0,30

Comparando-se os procedimentos de decomposi¢cdo mostrados na Tabela 10,
verifica-se que na decomposicdo com HNO3 + H,O, houve decréscimo de carbono,
correspondendo a 7, 20 e 21% para a linguica, carne equina e rim suino,
respectivamente. Desta forma, pode-se evidenciar que a oxidagdo na presenca de
H,0- foi mais eficiente devido ao incremento do poder oxidante.”®%? J4 a reducéo
menos expressiva de carbono para a amostra de linguica, provavelmente esti
associada ao alto teor de gordura presente nesta amostra.

Nas amostras decompostas também foi avaliado o teor de gordura residual.
Dessa forma, observou-se que o H;O, ndo foi eficiente na decomposicdo da
gordura, pois ndo houve diferenca significativa entre o teor de gordura nas amostras
apoOs decomposicdo na presenca ou auséncia de H,0,.

Em sistemas abertos, geralmente € dificil efetuar uma decomposicéo eficiente
utilizando somente HNO3; e, em alguns casos, o0 potencial de oxidacdo ndo é
suficiente para a digestdo de algumas moléculas organicas. Neste caso, grandes
quantidades de compostos organicos podem permanecer nao dissolvidos,
especialmente em amostras com alto teor de gordura. Para tanto, altas temperaturas
sdo necessarias para possibilitar maior eficiéncia na quebra das ligacdes carbono-

carbono das moléculas organicas.®?

7 Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 - 451.
92 Reid, H. J., Greenfield, S., Edmonds, T. E., Analyst, 120 (1995) 1543 - 1548.

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorgéanicas
para Andlise Elementar. 1* Edic&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
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4.1.2.1.4. Temperatura e tempo de decomposicéao

O tempo de 1 e 2 h de decomposicdo foi avaliado quando o HNOj; foi
utilizado. Porém, observou-se evolucdo de fumos marrons de NO, na decomposi¢ao
em 1 h, indicando que a oxidacdo da matéria organica néo foi eficiente.®” Devido a
decomposicdo incompleta observado com 1 h, os experimentos com H,O, foram
realizados somente com 2 h.

A otimizacao da temperatura foi feita em 120, 130, 140, 150, 180 e 200 °C.
Em sistemas abertos, a temperatura de ebulicdo do HNO3 é a de seu azedtopro com
a agua (120 °C)%, entretanto, no presente trabalho o emprego de temperaturas
superiores a 120 °C foi possivel devido ao formato dos tubos de decomposicédo que
permitiram a condensacao do &cido nas paredes.

Para avaliar a eficiéncia de decomposicao foi realizada a determinagéo do
teor de RCC e acidez nas amostras decompostas, bem como a determinacdo do
teor de As, Cd e Pb. Posteriormente, ainda foram feitos testes de recuperacao

destes elementos na faixa de temperatura avaliada.

4.1.2.1.5. Teor de carbono residual

Geralmente quando € obtida uma solucao clara ou uma total recuperagéo dos
elementos, tem sido assumido que a oxidacdo da matéria organica foi completa.’
No entanto, informacdes adicionais como a deteccdo de material organico residual
sdo importantes,®® principalmente se estes podem interferir na etapa de
quantificacdo.**'® O ambiente no qual a amostra decomposta se encontra pode
influenciar no sinal analitico seja por efeitos fisicos, como mudancas na eficiéncia da
nebulizacdo, ou por processos quimicos, como alteracdo dos mecanismos de

excitacdo no plasma.*

62 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorgéanicas

- para Andlise Elementar. 1* Edi¢&o. Piracicaba/SP: Segdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.
Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Berman, S. S., J. Anal. At. Spectrom. 4 (1989) 323 - 327.

49 Gouveia, S. T., Silva, F. V., Costa, L. M., Nogueira, A. R. A., N6brega, J. A., Anal. Chim. Acta 445 (2001) 269 - 275.

19 Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.
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O teor de RCC nas amostras decompostas foi calculado baseado no teor
original de carbono® que corresponde a 50% em carnes®®* e 64% em
visceras.”*’ Na Tabela 11 é mostrado o teor de RCC em amostra de carne equina
decomposta com diferentes condi¢cdes de massa, temperatura, tempo e presenca de
H,O,. Em algumas condicbes a decomposicdo nao foi realizada devido a
pré-selecdo de alguns parametros ja discutidos anteriormente.

Tabela 11. Teor de RCC na amostra de carne equina decomposta com diferentes condi¢Bes de

temperatura, tempo e presenca de H,O, (n = 3).

% RCC
1 g amostra 2 g amostra 3 g amostra
lh 2h lh 2h 2h 1h 2h
HNO, HNO, HNO, HNO, HHN20032+ HNO, HNO,
120°C 60,0x1,6 576+54 63,5+57 600+x2,7 552+15 72,0+£2,7 56,0+15
130°C 59,7+1,8 482+1,8 585+3,7 494+36 470+20 68,9+3,3 499+45
140 °C * * 62,2+08 472+36 456+24 62,8+38 498+21
150 °C * * 595+19 458+27 40,623 62,6+29 504+15
180 °C * * 489+42 386+49 35820 * *
200 °C * * 438+55 38,2+45 326+21 * *

*Nao determinado.

Analisando a Tabela 11, nota-se que houve uma reducdo do RCC a medida
gue aumenta o tempo de decomposicao, a temperatura e na presenca de H,O,. Na
decomposicdo em sistemas fechados, o potencial de oxidacdo do HNOj3
é proporcional ao acréscimo de temperatura.®®’%® No entanto, em sistemas
abertos o ponto de ebulicdo do HNO3; é um fator limitante. Assim, nas condi¢des de
temperatura avaliadas (120 a 200 °C), a amostra e acido apresentaram

uma temperatura de aproximadamente 120 °C. Em temperaturas externas

92 Reid, H. J., Greenfield, S., Edmonds, T. E., Analyst, 120 (1995) 1543 - 1548.
23 Buldini, P. L., Ricci, L., Sharma, J. L., J. Chromatogr. A 975 (2002) 47 - 70.

% Carrilho, E. N. V. M., Nogueira, A. R. A., Nébrega, J. A,, Souza, G. B., Cruz, G. M., Fresenius J. Anal. Chem. 371
(2001) 536 - 540.

4 Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A., Nogueira, A. R. A., Talanta 79 (2009)
396 - 401.

%9 Kingston, H. M., Jassie, L. B., J. Res. Natl. Bur. Stand. 93 (1988) 269 - 274
" Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 - 451.
19 Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.
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superiores a 120 °C, a maior temperatura localizada na parede do tubo de digestéo e
a acentuada fervura durante a decomposicéo podem ter promovido a eliminacao de
compostos organicos volateis, acarretando o decréscimo de RCC.

Wiirfels & Jackwerth’®® ao investigarem a decomposicdo de amostras
biolégicas com HNOj3; observaram que a decomposicdo na maioria dos casos é
incompleta. Em sistema aberto, dependendo da natureza da amostra, de 2 a 50% do
carbono original pode permanecer como material ndo decomposto.®? Segundo

Carrilho et al.?®

, a eficiencia da decomposicdo tem correlacdo com o tipo de
composto presente e com o grau de dificuldade de destruir a matriz.

Geralmente, maiores teores de RCC s&o obtidos em decomposi¢ao por via
umida em sistema aberto se comparados com outros métodos de decomposicéao,
tais como por via umida em sistema fechado assistido por micro-ondas ou por via
seca. No presente trabalho, o teor de RCC da decomposi¢cdo de carne equina por
via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas e por via seca foram de
10,6% e 0,3%, respectivamente. Segundo Wiirfels & Jackwerth'®, teores de 25 a
30% de RCC podem ser observados em amostras de carne decompostas por via
Umida em sistema aberto. Ja em decomposicao por via imida em sistema fechado
assistido por micro-ondas, Carrilho et al.®® obtiveram 8,7% de RCC para
decomposicao de amostra de visceras (figado, rim, coracdo, pulmdo e baco). Para
CRMs de carne e visceras, teores de RCC de 9,8% e 23,0% foram reportados por

4 47
|49 l.

Gouveia et al.™ e Gonzalez et al.™", respectivamente.

A oxidacao incompleta é atribuida a alta estabilidade de alguns compostos

1.1%* e Reid et al.??

organicos.*® Wiirfels et a identificaram os compostos aromaticos,
acidos carboxilicos, acidos alifaticos, nitro-compostos, oxalatos, nitratos inorganicos
e fosfatos como sendo os principais produtos de decomposicdo de materiais

biolégicos com &cido nitrico.

123 Wirfels, M., Jackwerth E., Fresenius J. Anal. Chem. 322 (1985) 354 - 358.

2 Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de Amostras Organicas e Inorganicas
para Andlise Elementar. 1* Edi¢do. Piracicaba/SP: Secdo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

° Carrilho, E. N. V. M., Nogueira, A. R. A., Nébrega, J. A,, Souza, G. B., Cruz, G. M., Fresenius J. Anal. Chem. 371
(2001) 536 - 540.

49 Gouveia, S. T., Silva, F. V., Costa, L. M., Nogueira, A. R. A., N6brega, J. A., Anal. Chim. Acta 445 (2001) 269 - 275.

4 Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A., Nogueira, A. R. A., Talanta 79 (2009)
396 - 401.

124 \nurfels, M., Jackwerth E., Stoeppler, M., Anal. Chim. Acta 226 (1989) 17 - 30.
92 Reid, H. J., Greenfield, S., Edmonds, T. E., Analyst, 120 (1995) 1543 - 1548.
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As condicfes selecionadas para a decomposi¢do por via Umida em sistema
aberto foram de 2 g de amostra, 10 mL de HNO3 + 1 mL de H,O, em 150 °C por 2

horas.

4.1.2.1.6. Acidez

A determinacédo de acidez foi realizada nas solucdes obtidas pelas diferentes
condi¢gbes de temperatura. A reducao de acidez foi observada somente a partir de
150 °C, o que pode ser decorrrente do formato dos tubos que pode permitir a
condensacdo do acido nas suas paredes. Ja em 200 °C a acidez residual foi de
cerca de 80%. Os resultados sdo coerentes com o esperado, pois segundo
Wasilewska et al.'’®, quanto maior a temperatura de decomposicdo, maior a

oxidacdo da matéria organica e menor a concentracdo de HNO3; remanescente.

4.1.2.1.7. Teor de As, Cd e Pb em amostra de carne equina e carbono em

solucao das amostras decompostas em diferentes condi¢cdes

Nas solucdes obtidas pela decomposicdo de amostra de carne equina em
diferentes condi¢cdes (temperatura, tempo e presenca de H,0,), conforme descrito
anteriormente, foi feita a determinacao de As, Cd e Pb (Figura 6). Os teores de As e
Pb foram inferiores aos LDs de 0,33 e 0,12 mg kg'l, respectivamente. O LD de Cd foi
de 0,013 mg kg'l. Além disso, também sdo mostrados os teores de carbono em
solugcéo (g 100 mL'l), comparando a decomposicdo com HNO3/1 h; HNO3/2 h e

HNO3; + H,0,/2 h em diferentes temperaturas.

19 Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.
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Figura 6. Teores de Cd e C (em solugcdo) em carne equina decomposta por via Umida em sistema

aberto em diferentes temperaturas, na auséncia e presenga de H,O, (n = 3).

Conforme pode ser observado, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) do
teor de Cd dentre as diferentes condicfes de decomposicdo avaliadas. Em relacéo
aos teores de carbono em solucdo, observou-se que houve declinio do mesmo em
funcdo do aumento da temperatura e uso de H,O,. Na condicdo previamente
selecionada (150°C) as amostras decompostas apresentaram teor de C de

0,32 g por 100 mL de solucéo.

4.1.2.1.8. Recuperacédo de As, Cd e Pb (por adicdo de analito) em diferentes

temperaturas de decomposicao

O teste de recuperacao dos analitos foi realizado através da adicdo de analito
(0,9 pyg de As, Cd e Pb na forma inorganica) na amostra de carne equina (2 Q)
decomposta com HNO3; + H,O, em diferentes temperaturas (Figura 7). A quantidade

de analito adicionada nas amostras foi equivalente a 0,45 mg kg'1 de cada elemento.
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Figura 7. Recuperagdo de As, Cd e Pb na decomposi¢do por via Umida em sistema aberto

empregando diferentes temperaturas. Determinac¢&o por ICP OES (n = 3).

Conforme pode ser observado na Figura 7, a recuperacdo foi satisfatoria
(95 a 106%) para as diferentes condi¢cdes de temperatura avaliadas.

Apesar da decomposi¢do por via Umida em sistema aberto apresentar menor
eficiéncia de decomposicdo em relacdo a outros métodos (via Umida em sistema
fechado assistido por micro-ondas ou via seca), este método de preparo de amostra
apresentou resultados satisfatorios nos experimentos realizados. Salienta-se ainda
gue baixos valores de brancos foram obtidos nas decomposi¢des, tanto na auséncia
guanto presenca de H,0O,. Considerando que a decomposi¢do por via Umida em
sistema aberto € mais suscetivel a contaminagcdo em relacdo ao sistema fechado, a
contaminagao foi minimizada provavelmente pelos sistemas de filtragdo de ar dos

laboratorios e devido ao uso de tampas nos tubos durante a decomposicao.

4.1.2.2. Preparo de amostra por solubilizacdo com TMAH

A solubilizagdo com TMAH foi proposta por ser um método considerado
simples, de baixo custo, alta capacidade de processamento e reduzidos riscos de
contaminagao ou perdas. Desta forma, investigou-se a aplicabilidade deste método
de preparo através da amostra de rim bovino in natura, avaliando diferentes

parametros como massa de amostra, volume de TMAH, temperatura e tempo.
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4.1.2.2.1. Testes preliminares de solubilizagdo com TMAH

A solucdo de TMAH pode ser utilizada na concentracdo de 25% (m/v) em
agualt®®99 oy metanol.?994103122 para definicdo da solucdo a ser utilizada,
procederam-se alguns testes utilizando arbitrariamente diferentes proporcdes de
massa de amostra e volume de TMAH (Figura 8). Estes testes foram baseados no
trabalho de Martins et al.*® que recomendam a solubilizacdo em banho-maria a 60 °C

por 1 h.

Figura 8. Comparagdo do tratamento da amostra com TMAH em agua ou metanol. A massa de
amostra (mg) e volume de TMAH (uL) corresponde a3+ 1(aeb); 2+1(ced); 5+3(ee
f);1+2(geh);1+5(iej),ondea,c,e,qg,h,iforam preparados com TMAH em 4gua e b,
d, f, h e j com TMAH em metanol, respectivamente.

Segundo Silva et al.!®® a solugdo metandlica de TMAH é considerada
apropriada para solubilizacdo de amostras bioldgicas com alto teor de gordura.
Entretanto, nas amostras de carne observou-se que a solu¢gdo de TMAH em agua foi
mais eficiente e ainda evitou-se que as medidas por ICP OES fossem prejudicadas
devido a introducdo de carbono através do metanol. Desta forma, nos ensaios

posteriores utilizou-se a solucdo de TMAH em agua.

1 Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.
8 park, C. J., Do, H., J. Anal. At. Spectrom. 23 (2008) 997 - 1002.

oL Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., Talanta 51 (2000) 903 - 911.

% Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.

69 Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.

o Ribeiro, A. S., Vieira, M. A, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann, U., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta
Part B 60 (2005) 693 - 698.

Silva, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M., Analyst, 124 (1999) 1843 -1846.
122 \villie, S. N., D. Gregoire, C., Sturgeon, R. E., Analyst 122 (1997) 751 - 754.
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Nestes experimentos ainda foi possivel observar a partir de qual relacdo de
amostra e volume de TMAH ocorria a solubilizacdo da amostra. Observou-se que
nas condi¢des 3 + 1 (500 mg + 150 pL), 2 + 1 (500 mg + 250 pL), 5 + 3 (250 mg +
150 pL) houve solubilizac&o parcial e a partir de 1 + 2 (100 mg + 200 pL) se obteve
solubilizag&o total em banho-maria a 60 °C por 1 h.

4.1.2.2.2. Avaliacdo da massa de amostra, volume de TMAH, temperatura e

tempo

A solubilizacdo foi primeiramente realizada a temperatura ambiente, mas
devido a morosidade optou-se por realizar em banho-maria com aguecimento e
agitacdo. A avaliacdo do conjunto de variaveis que poderiam influenciar na
solubilizagdo da amostra foi realizada através de um planejamento fatorial. Foi
usado o planejamento do tipo linear 2* com um ponto central (0), totalizando 17
ensaios (Tabela 12). Este planejamento contribuiu para a reducdo do trabalho
laboratorial, além de gerar informacdes relevantes para o mapeamento dos fatores
que poderiam afetar o sistema.”® As variaveis estudadas foram a massa de amostra,

volume de TMAH, temperatura e tempo. Ja a agitacao, foi fixada em 150 rpm.

" Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Talanta 71 (2007) 443 - 451.
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Tabela 12. Variaveis e niveis (minimos e maximos) usados no planejamento fatorial para

solubilizacdo de amostras de rim com TMAH.

Condigbes Massa de Volume de Temperatura (°C) ac;rl?g::?rﬁs:to
amostra (mg) TMAH (uL) (min)
1 100 (-) 100 (-) 50 (-) 30 ()
2 500 (+) 100 (-) 50 (-) 30 ()
3 100 (-) 500 (+) 50 (-) 30 (-)
4 500 (+) 500 (+) 50 (-) 30 ()
5 100 (-) 100 (-) 90 (+) 30 ()
6 500 (+) 100 (-) 90 (+) 30 (-)
7 100 (-) 500 (+) 90 (+) 30 ()
8 500 (+) 500 (+) 90 (+) 30 ()
9 100 (-) 100 (-) 50 (-) 120 (+)
10 500 (+) 100 (-) 50 (-) 120 (+)
11 100 (-) 500 (+) 50 (-) 120 (+)
12 500 (+) 500 (+) 50 (-) 120 (+)
13 100 (-) 100 (-) 90 (+) 120 (+)
14 500 (+) 100 (-) 90 (+) 120 (+)
15 100 (-) 500 (+) 90 (+) 120 (+)
16 500 (+) 500 (+) 90 (+) 120 (+)
17 300 (0) 300 (0) 70 (0) 75 (0)

A Figura 9 mostra o aspecto de algumas solucdes obtidas a partir de

diferentes condicBes de solubilizacédo aplicadas.

W oA w e

y i

Figura 9. Aspecto das solucdes obtidas pela solubilizacéo de diferentes quantidades de amostra e de
TMAH. a) 100 mg amostra + 100 pL de TMAH; b) 100 mg amostra + 500 pL de TMAH; c)
300 mg de amostra e 300 pL de TMAH; c) 500 mg amostra + 500 pL de TMAH e d) 500 mg
amostra + 100 pL de TMAH. Tratamento a 90 °C por 120 min (a, b, d, €) e 70 °C por 75 min

(©).
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Analisando a Figura 9, pode-se verificar que somente na condi¢cado de 500 mg
de amostra e 100 uL TMAH né&o houve solubilizacdo completa da amostra. Este fato
se deve a quantidade insuficiente de TMAH que ndo permitiu que este entrasse em
contato com toda porcao de amostra.

Na literatura encontram-se trabalhos com diferentes proporcdes de massa e
volume de TMAH. Pozebon et al.*® observaram que 2 pL de TMAH 25% (m/v) para
cada mg de amostra foram adequados para solubilizagdo de musculo bovino
(CRMs), obtendo uma solucéo clara e sem particulas em suspensao. Torres et al.**°
utilizaram 5 pL de TMAH 25% (m/v) por mg de amostra para rim suino e figado de
peixe (CRMs). Contudo, no presente trabalho, nas condi¢des estudadas, observou-
se que 1 puL de TMAH 25% (m/v) por mg de amostra in natura foram suficientes para

a completa solubilizagéo.

4.1.2.2.3. Concentracdo de As, Cd e Pb apos tratamento da amostra de acordo

com a condicdes estabelecidas no planejamento fatorial

Nas amostras preparadas de acordo com o planejamento fatorial foi feita a
determinacao de As, Cd e Pb por ICP OES e GF AAS. Foi possivel quantificar Cd,
porém o teor de As e Pb foi inferior ao LD. Os resultados foram comparados com
com os obtidos pelo método de preparo de amostra recomendado pela AOAC.
Assim, na Figura 10 € mostrada a concordancia do teor de Cd com o resultado
obtido pela decomposicdo por via Umida em sistema fechado assistido por

micro-ondas e determinacao por ICP-MS.

%0 Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.
110 Torres, D. P., Frescura, V. L. A., Curtius, A. J., Microchem. J. 93 (2009) 206 - 210.
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Figura 10. Concordancia do teor de Cd nas amostras tratadas de acordo com as condi¢cdes do
planejamento fatorial estabelecidas na Tabela 12 com o resultado obtido pela
decomposicdo por via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas.
Determinacéo por ICP OES e GF AAS (n = 3).

Na Figura 10 pode ser observado que a recuperacdo foi similar nas
determinacdes por ICP OES e GF AAS, indicando que amostras tratadas com TMAH
podem ser quantificadas por ambas as técnicas.

Ao avaliar as diferentes condicdes, verificou-se que a recuperacédo de Cd foi
insatisfatoria para as situacdes em que se utilizou 500 mg de amostra e 100 pL de
TMAH. Contudo, nas demais condi¢cfes a recuperacao foi superior a 92%. Assim,
selecionou-se a condicdo de massa de 500 mg, por apresentar maior
representatividade. Além disso, nesta condicdo obteve-se LDs adequados por
ICP OES e GF AAS em relacdo aos padrées maximos estabelecidos na legislagao.
As demais condic¢des selecionadas foram 500 pL de TMAH, solubilizacdo em banho-
maria a 90 °C por 120 min, na qual se obteve recuperacdo de 101%. Porém, em
virtude do elevado teor de RCC foi necessario diluir para as determinacdes por
ICP OES.
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4.1.2.2.4. Variaveis significativas do planejamento fatorial

Através de um programa computacional estatistico foram calculados os
principais efeitos dos fatores e suas interagdes sobre a variavel resposta, bem como
os dados relativos a andlise de variancia (ANOVA). Neste estudo verificou-se que a
massa, 0 volume e o0 tempo apresentaram efeitos significativos sobre a
concentracdo de Cd. A interacdo da massa com o volume também teve efeito
significativo (p < 0,05).

Para ilustrar o sistema, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta
representada pela Figura 11, na qual € mostrada a concentracdo de Cd em funcao

da massa de amostra e volume de TMAH, bem como do tempo e volume.

my kg™ Ced
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Figura 11. Gréfico de superficie de resposta da concentracdo de Cd em funcéo das varidveis massa

de amostra e volume de TMAH (A) e tempo e volume de TMAH (B).

Na Figura 11 (A) observa-se que a recuperacao € insatisfatoria para elevada
massa de amostra (500 mg) e baixo volume de TMAH (100 pL). Da mesma forma,
nesta condicdo a recuperacao permanece insatisfatéria independente do tempo de

solubilizag&o, conforme mostrado na Figura 11 (B).

4.1.2.2.5. Estabilidade das amostras solubilizadas com TMAH

Considerando que foram obtidos resultados satisfatorios (> 92%) na condicao

de tratamento em que se empregou 1 + 1 de massa de amostra e volume de TMAH,
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realizou-se a avaliagdo da estabilidade destas amostras tratadas e estocadas a
temperatura ambiente. Desta forma, foi usada a amostra de rim preparada com 100
mg de amostra + 100 pL de TMAH e 500 mg de amostra + 500 pL de TMAH,
abrangendo toda faixa de massa de amostra avaliada. Assim, nas amostras tratadas
com TMAH foi feita a determinacéo de Cd por ICP OES no periodo de 1, 15, 30 e 60
dias ap6s o preparo. Os resultados de Cd durante o periodo estdo mostrados na

Figura 12.

B 100 mg de amostra + 100 uL. de TMAH B 500 mg de amostra + 500 uL de TMAH

[Cd], mg kg
o
-
o

1 15 ] 30 60
Dias

Figura 12. Avaliagdo da estabilidade das amostras em 1, 15, 30 e 60 dias apds tratamento das

amostras de rim com TMAH, a 90 °C por 120 min.

Durante o periodo avaliado, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre
os resultados indicando que as solucdes permaneceram estaveis por pelo menos 60
dias. Segundo Batista et al.'’ solucdes obtidas por tratamento de amostras
biolégicas com TMAH sédo estaveis durante 3 dias quando estocadas a -20 °C.
Contudo, Silva et al.'® evidenciaram que é possivel realizar a estocagem a
temperatura ambiente por 3 anos sem qualquer alteracdo na concentracdo dos
analitos. Cabe salientar que a estabilidade das solu¢bes depende das condicbes

aplicadas, da matriz de amostra e do elemento a ser determinado.

! Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J., Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29
193 gjjva, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M., Analyst, 124 (1999) 1843 -1846.
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4.2. TECNICAS DE DETERMINAGCAO

Na determinacao por ICP OES foram feitas diluicbes adequadas para evitar a
introduc&o de alto teor de carbono, que poderia ocasionar obstrucao e formacao de

depésitos no sistema de nebulizacdo ou tubo injetor.?*#°

Entretanto, na
determinacao por ICP-MS optou-se por ndao analisar as amostras decompostas por
via iumida em sistema aberto e tratadas com TMAH, devido ao alto teor de carbono
presente.

Para as determinagdes por ICP OES e ICP-MS foram utilizadas condi¢des de
operacdo recomendadas pelo fabricante do equipamento. Ja para a técnica de
GF AAS, foi feita a avaliacdo das curvas de pirdlise e atomizacdo, nas quais foi
possivel identificar a temperatura maxima de pirélise para o qual ndo ocorriam
perdas de analito e ainda a temperatura onde o sinal do analito foi mais intenso.

Além disso, na analise por GF AAS de amostras tratadas com TMAH, houve
a necessidade de estabelecer um programa especial quando o modificador Pd foi
utilizado. As solugbes com TMAH e solugbes &cidas foram adicionadas
separadamente no tubo de grafite, a fim de evitar a precipitagdo na ponta capilar do
amostrador automatico. Esta precipitacdo provavelmente ocorre devido a reacéo
com as proteinas na presenca de TMAH e HNO3.%%%3

A primeira etapa do programa de aquecimento do forno consistiu na
introducdo do modificador dentro do tubo seguido da etapa de secagem. Em
seguida, a ponta do amostrador foi lavada com agua antes de adicionar as outras
solucdes. A sequéncia das medicdes consistiu nas seguintes etapas: (1) adicdo do
modificador; (2) secagem do modificador; (3) lavagem do amostrador; (4) adicdo da
amostra e (5) execucao das demais etapas do programa de temperatura/tempo do
forno. Para as amostras decompostas em meio acido, a sequéncia convencional foi
utilizada adicionando o modificador seguido da amostra e, posteriormente,

aplicando-se o programa convencional de temperatura do forno.*

2 Cal-Prieto, M. J., Felipe-Sotelo, M., Carlosena, A., Andrade, J. M., Lopez-Mahia P., Muniategui, S., Prada, D., Talanta
56 (2002) 1 - 51.
Nunes, J. A., Desenvolvimento de método para determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb, e Se em sangue por
espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) utilizando diluicdo das amostras
em meio alcalino, Universidade de S&o Paulo, Dissertacdo de mestrado, 2009.

69 Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.

% Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.
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4.2.1. Otimizac&do da temperatura de pirélise e atomizacédo para determinacdes
por GF AAS

Para a construcdo das curvas de pirdlise e atomizacdo foram usadas as
amostras decompostas com HNO3; + H,O, e solubilizadas com TMAH, na auséncia
de modificador e na presenca de Pd (1 e 10 pg). Além disso, para o elemento Cd
também foi avaliado o modificador (NH4)H2.PO4 (45 pg) e a mistura de Pd + Mg
(10 pg Pd + 6 pug Mg).

4.2.1.1. Otimizacao da temperatura de pirélise e atomizacao para Cd

As curvas de pirolise foram construidas variando-se a temperatura de 400 a
900 °C com temperatura de atomizacdo mantida em 1200 °C. Enquanto que a curva
de atomizacdo foi construida variando-se a temperatura de 900 a 1600 °C com

temperatura de pirélise mantida em 600 °C (Figura 13).

Auséncia de modificador - TMAH —— —— Auséncia de modificador - HNO= + H>0,
1 pg de Pd - TMAH 1 pg de Pd - HNO3 + H,0,

10 ug de Pd - TMAH —— 10 ug de Pd - HNO; + H,0,

10 ug de Pd + 6 ug de Mg - TMAH —— 10 pg de Pd + 6 pug de Mg - HNO3 + H,0,
45 g de (NH4)H,PO, - TMAH — — 45 pg de (NH,)H,PO, - HNO; + H,0,

+
4
t

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05 -

Absorbancia integrada, s

0.00 T ;
0 300 600 900 1200 1500

Temperatura, °C

Figura 13. Curvas de pirolise e atomizagdo para Cd em amostra de rim solubilizada com TMAH e

decomposta com HNO;z; + H,0,.
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Primeiramente, os modificadores Pd (10 pg), Pd + Mg e (NH4)H,PO,4 foram
avaliados. Com a utilizacdo de 10 pg de Pd houve diferencas no perfil do sinal
analitico de amostras e padrdes. Na Figura 14 esta mostrado o perfil do sinal para
Cd onde se pode observar que a integracdo dos sinais de amostras e padrées
ocorreu em 8 e 20 s, respectivamente. Assim, ficaria inviavel a execucdo de um
programa de temperatura com tempo de integragao superior a 20 s. Estas diferengas
no perfil do sinal provavelmente estdo atreladas ao alto teor de matéria organica

presente na amostra.

0,25 - 0.25 1
’ —Sinal analitico —— Sinal analitico
« = Sinal de fundo © = Sinal de fundo
S 0,15 - 2 015 1
3 A 3 B
2 _
2 0,05 o 0,05
< <
0 8 16 0 8 16
Tempo, s Tempo, s

Figura 14. Perfil de sinais para Cd na presenca de 10 pg de Pd em amostra de rim tratada com
TMAH (A) e 100 pg de padréo (B). Ti= 600 °C e T, = 1100 °C.

Com o uso do modificador (NH4)H,PO,4 o perfil do sinal foi similar tanto para
amostras quanto para padrbes, porém observou-se elevado sinal de fundo para as
amostras decompostas com acido. Em funcao destas dificuldades o (NH4)H,PO,4 ndo
foi utilizado na construcdo das curvas de pirélise e atomizacéo para As e Pb e ainda
foi investigado o uso de Pd em menor concentracdo aquela discutida anteriormente.
Para tanto, fez-se a comparacao do perfil dos sinais de Cd nas amostras e padrbes
utilizando 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,4; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ug de Pd. Na Figura 15 sdo
mostrados os perfis dos sinais de Cd nas amostras e padrdes na presenca de 0, 1, 2
e 5 ug de Pd.
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Figura 15. Perfil de sinais de Cd na presenca de diferentes massas de Pd. A, B, C e D correspondem
a amostra de rim decomposta com HNO; + H,O, e E, F, G e H a 100 pg de Cd, ambos

com 0, 1, 2 e 5 ug de Pd, respectivamente; T, =600 °C e T, = 1100 °C; onde ——

corresponde ao sinal analitico e —— ao sinal de fundo; mgy = massa caracteristica.

Baseado no perfil dos sinais e valores de massa caracteristica foi selecionada
a massa de 1 ug de Pd. As temperaturas selecionadas para amostras tratadas com

TMAH e HNO; foram de 600 °C de pirélise e 1200 °C de atomizacao.

4.2.1.2. Otimizacdo da temperatura de pirélise e atomizacado para As

Para construcdo das curvas de pirélise e atomizacao, foi necessario efetuar a
adicdo de analito (1 ng As na aliquota) em virtude das amostras apresentarem
baixos teores deste elemento. As curvas foram feitas na auséncia de modificador e
na presenca de 1 e 10 pug de Pd. As curvas de pirélise foram construidas
variando-se a temperatura de 1000 a 1500 °C, com temperatura de atomizacéo
mantida em 2100 °C (Figura 16). J4 a de atomizacado foi construida variando-se a
temperatura de 1900 a 2500 °C com temperatura de pirélise mantida em 1300 °C.

Salienta-se que houve dificuldade em estabelecer curvas de pirélise e
atomizacdo para as amostras tratadas com TMAH na auséncia de modificador. O
elemento apresentou baixa sensibilidade em toda faixa de temperatura, assim
tornou-se imprescindivel o uso de modificador para estabilizacdo do analito. Na

presenca de Pd, houve perda de analito a partir da temperatura de pirélise de
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1400 °C. Nas curvas de atomizacdo observou-se que em 2300 °C a absorvancia é
maxima e tem-se a menor massa caracteristica. Desta forma, temperaturas de
1300 °C e 2300 °C foram escolhidas para pirdlise e atomizacao, respectivamente.
Por obter menor massa caracteristica para o As o modificador na condicdo de 10 pg

de Pd foi selecionado.

—+— —8— Ayséncia de modificador - TMAH —#%— —&— Auséncia de modificador - HNO3; + H,0,

—s— —i— 1 g Pd- TMAH —— —+— 1 g Pd - HNO; + H,0,
#— —&— 10 ug Pd - TMAH —s— —— 10 pg Pd - HNO; + H,0,
0,25 -
3
» 020 - 3 —3
S O
§
S 015 -
g é
<
o 0,10 -
(]
c
«©
o]
S 0,05 -
(2]
o]
<
0,00 . : : — :
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700

Temperatura, °C
Figura 16. Curvas de pirolise e atomizacao para As em amostra de rim com adi¢do de As (1 ng de As

na aliquota), solubilizada com TMAH e decomposta com HNO; + H,0,.

Na Figura 17 € mostrado o perfil do sinal de As na amostra de rim tratada com
TMAH e do padréao de 1 ng de As.
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Figura 17. Perfil de sinais de As na presenca de 10 pug de Pd em amostra tratada com TMAH com
adicdo de analito de 1 ng de As (A) e 1 ng do padrdo de As (B); T,=1300 °C e

T = 2300 °C; my = massa caracteristica.

4.2.1.3. Otimizacdo da temperatura de pirdlise e atomizacao para Pb

Para a construcdo das curvas de pirélise e atomizacéo, para Pb foi realizada
a adicdo de analito (1 ng Pb na aliquota) em virtude das amostras apresentarem
baixos teores deste elemento. As curvas de pirélise para as amostras tratadas com
TMAH e HNO3; + H,0O, foram construidas variando-se a temperatura de 400 a 800 °C
com temperatura de atomiza¢cdo mantida em 2100 °C. J&4 as curvas de atomizacdo
foram construidas variando-se a temperatura de 1300 a 2100 °C, com pirdlise
mantida em 600 °C.

Na Figura 18 pode se verificar que na auséncia de modificador ocorrem
perdas significativas de analito em temperatura superior a 600 °C. O uso de Pd foi
avaliado empregando 1 e 10 pg Pd. Comparando-se as curvas para amostras
tratadas com TMAH e HNO3; + H,O, observa-se comportamento térmico similar, o
gue permite a utilizacdo de um unico programa de temperatura. Desta forma, por
motivos econdmicos, o modificador na condicdo de 1 ug de Pd foi selecionado. A
temperatura de pirélise de 700 °C e atomizacdo de 1800 °C foram escolhidas, pois
se obtiveram as menores massas caracteristicas para ambas as condicfes de

preparo de amostra.
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Figura 18. Curvas de pir6lise e atomizacdo para Pb em amostra de rim com adicdo de analito (1 ng

de Pb na aliquota) solubilizada com TMAH e decompostas com HNO; + H,0,.

Na Figura 19 estd mostrado o perfil do sinal da amostra tratada com TMAH e

do padréo de Pb.

Absorbancia

0,30 — Sinal analitico 0,30 - —— Sinal analitico

— Sinal de fundo « ——Sinal de fundo
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Figura 19. Perfil de sinais de Pb na presenca de 1 ug de Pd em amostra de rim tratada com TMAH

com adicdo de analito de 1 ng de Pb (A) e 1 ng de padrdo (B); T,=800 °C e

T, = 1700 °C; my = massa caracteristica.
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4.2.2. Consideragdes sobre as condig¢des selecionadas

Baseado nas curvas de pirélise e atomizacdo, foi possivel selecionar as
condicbes adequadas de temperatura para determinacdo de As, Cd e Pb por
GF AAS, conforme mostrado na Tabela 13.

Tabela 13. Programa de temperatura para determinacdo de As, Cd e Pb por GF AAS em amostras
tratadas com TMAH e com HNO; + H,0,.

Elemento Modificador Pirdlise (°C) Atomizacéao (°C)
As 10 pg de Pd 1300 2300
Cd 1 pug de Pd 600 1200
Pb 1 pug de Pd 700 1800

Os resultados foram concordantes com Ribeiro et al.®®* que também
evidenciaram comportamento térmico similar para as curvas de pirdlise e atomizacao
de As, Cd e Pb obtidas para amostras tratadas com TMAH e com HNO3, permitindo
a utilizacdo de um unico programa de temperatura. As temperaturas obtidas foram

préximas aquelas de trabalhos reportados na literatura,#4410%.102.114

4.3. COMPARACOES DAS TECNICAS DE DETERMINACAO E METODOS DE
PREPARO DE AMOSTRA

4.3.1. Comparacdao das técnicas ICP-MS, ICP OES e GF AAS

Foi feita a comparacdo das técnicas ICP-MS, ICP OES e GF AAS para a
determinacao de As, Cd e Pb em amostras de carne equina, rim suino e rim bovino,

conforme mostrado na Tabela 14. O método de preparo de amostra utilizado foi a

93 Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Microchem. J. 64 (2000) 105 - 110.
12 Batista, B. L., Rodrigues, J. L., Nunes, J. A,, Tormen, L., Curtius, A. J., Barbosa, F. J., Talanta 76 (2008) 575 - 579.

a4 Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B., Barrera, P. B., Spectrochim. Acta Part B
57 (2002) 2151 - 2157.

101 Shah, A. Q., Kazi, T. G., Arain, M. B., Jamali, M. K., Afridi, H. |., Jalbani, N., Kandhro, G. A., Baig, J. A, Sarfraz, R. A.,
Ansari, R. Food Chem. 113 (2009) 1351 - 1355.

192 gjva, 3. B. B., Borges, D. L. G., Veiga, M. A. M. S., Curtius, A. J., Welz, B., Talanta 60 (2003) 977 - 982.
114 Uluozlu, 0. D., Tuzen, M., Mendil, D., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 163 (2009) 982 - 987.
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decomposicao por via umida em sistema fechado assistido por micro-ondas por ser
um dos métodos recomendados pela AOAC e por ter-se optado por ndo determinar
por ICP-MS as amostras decompostas pelos métodos de decomposicdo por via

umida em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH.

Tabela 14. Comparacéo entre as técnicas ICP-MS, ICP OES e GF AAS para determinacao de As, Cd
e Pb em amostras de carne (equina) e rim (suino e bovino) decompostas por via Umida

em sistema fechado assistido por micro-ondas (mg kg’l, base Umida, n = 3).

Carne equina Rim suino Rim bovino
ICP GF ICP- ICP GF ICP GF
ICP-MS  ops  aas MS  OES  AAS ICP-MS 5es  aas
<0,009 <160 <0,50 <0,009 <160 <0,50 0,020 <160 <0,50
As
+ 0,003
cd 0,035 <0,07 0,034 0,231 0,236 0,252 0,303 0,309 0,302
+ 0,003 + 0,003 +0,020 +0,016 0,013 +0,019 +0,013 +0,015
Pb <0,007 <0,70 <0,08 0,007 <0,70 <0,08 0,073 <0,70 <0,08
+ 0,002 + 0,002

Os resultados de Cd nao apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre
as técnicas de determinacdo. Os teores de As e Pb foram inferiores aos LDs para
ICP OES e GF AAS.

4.3.2. Comparacdo dos métodos de preparo de amostra recomendados e

propostos

Foi feita a determinacéo de As, Cd e Pb por ICP OES e GF AAS comparando
a decomposicdo por via umida em sistema fechado assistido por micro-ondas, via
seca, via Umida em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH. As amostras

utilizadas foram carne equina, rim suino e rim bovino, conforme Tabela 15.
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Tabela 15. Comparacdo dos métodos de decomposicao por via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas, por via seca, por via Umida em

sistema aberto e solubilizagdo com TMAH para amostras de carne e rim (mg kg'l, base umida, n = 3).

Carne equina Rim suino Rim bovino
Via Via Via Via Via Via
Umida Via Umida Umida Via Umida Umida Via Umida
Elementos  Técnica em b em TMAH® em b em TMAH® em b em TMAH?
) seca . . seca . . seca .
sistema sistema sistema sistema sistema sistema
fechado® aberto® fechado? aberto® fechado® aberto®
As ICP OES <1,60 perdas® <0,38 <0,55 <1,60 perdas® <0,38 < 0,55 <1,60 perdas® <0,38 <0,55
GF AAS <0,50 perdas® <0,12 <0,14 <0,50 perdas® <0,12 <0,14 <050 perdas® <0,12 <0,14
cd ICP OES <0,07 0,030 0,036 0,035 0,236 0,227 0,233 0,234 0,309 0,298 0,294 0,304
+0,003 +0,003 +0,004 +0,016 0,007 0,004 +0,010 +0,013 +0,006 +0,013 +0,016
GF AAS 0,034 0,033 0,035 0,036 0,252 0,225 0,230 0,236 0,304 0,309 0,303 0,305
+0,003 +£0,001 0,004 +0,004 + 0,013 +0,015 +£0,002 +0,004 +0,004 +£0,018 +£0,011 +£0,030
Pb ICP OES <0,70 <0,03 <0,19 <0,18 <0,70 <0,03 <0,19 <0,18 <0,70 0,069 <0,19 <0,18
+0,008
GF AAS <0,08 <0,002 <0,009 <0,04 <0,08 <0,002 <0,009 <0,04 <0,08 0,073 0,071 0,074

+0,002  +0,006  +0,003
% Decomposicéo por via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas: 400 mg de amostra com 5 mL HNO; + 2 mL H,0,; Temperatura e presséo

max. de 280 °C e 80 bar, respectivamente. Volume final: 30 mL.

b Decomposicgéo por via seca: 10 g amostra; 450 °C/16 h. Volume final: 30 mL

° Decomposig&o por via imida em sistema aberto: 2 g de amostra; 10 mL de HNO3+ 1 mL H,0,/150 °C/2 h. Volume final de 30 mL.
d Solubilizacdo com TMAH: 500 mg de amostra; 500 pL TMAH/90 °C/120 min/150 rpm. Volume final de 10 mL.

¢ Ocorréncia de perdas de As na decomposic&o por via seca.
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Os resultados de Cd em carne equina, rim suino e rim bovino né&o
apresentaram diferengas significativas (p > 0,05) entre os métodos de preparo e
técnicas de determinacdo. O teor de As foi inferior ao LD para os métodos de
decomposicdo por via Uumida em sistema fechado assistido por micro-ondas, via
Umida em sistema aberto e solubilizagdo com TMAH. Ja o elemento Pb pode ser
comparado para a amostra de rim bovino, cujos resultados também néo
apresentaram diferenca significativa. Desta forma, pode-se evidenciar que a
determinacdo pode ser realizada pelas técnicas de determinacdo (ICP OES e
GF AAS) e métodos de preparo avaliados, com excecdo da decomposicao por via
seca que tem como limitagéo a posterior determinacao de As.

Para melhor visualizacdo das caracteristicas dos métodos de preparo

avaliados, foi realizada uma comparacao conforme mostrado na Tabela 16.
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Tabela 16. Comparacdo dos métodos de decomposicéo por via imida em sistema fechado assistido

por micro-ondas, via seca, via Umida em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH.

Via imida em

sistema Via amida Solubilizacio
Parametros fechado Via seca em sistema ¢
e com TMAH
assistido por aberto
micro-ondas
Massa de amostra in natura (g) 0,4 10 2 0,5
Reagentes HNO; + H,0, HNO; e HClI  HNO;3;+ H,0, TMAH
Fator de diluicdo 60 3 15 20
Tempo de preparo (h) 0,6 16 2 2
Tempo de descontaminacéo (h) 0,6 24 1 0
Capacidade 8 frascos de 4 céapsulas 42 tubos de > 42 frascos
P quartzo de 50 mL 100 mL de 15 mL
Pré-tratamento Com ou sem Pré-secagem Com ou sem Com ou sem
liofilizacdo a 105°C liofilizacéo liofilizacdo
Brancos Baixos Altos Baixos Baixos
Custo relativo Alto Médio Médio Baixo
Limites de deteccgéo 1,60 (As) Perdas (As)* 0,38 (As) 0,55 (As)
ICP OES (mg kg, base timida) 0,07 (Cd) 0,01 (Cd) 0,03 (Cd) 0,03 (Cd)
0,70 (Pb) 0,03 (Pb) 0,19 (Pb) 0,18 (Pb)
Limite de quantificacéo 4,60 (As) Perdas (As)* 1,25 (As) 1,80 (As)
ICP OES (mg kg™, base timida) 0,14 (Cd) 0,02 (Cd) 0,08 (Cd) 0,10 (Cd)
2,00 (Pb) 0,10 (Pb) 0,47 (Pb) 0,43 (Pb)
Limites de detecc¢éo 0,50 (As) Perdas (As)* 0,12 (As) 0,14 (As)
GF AAS (mg kg, base umida) 0,004 (Cd) 0,002 (Cd) 0,001(Cd) 0,001(Cd)
0,08 (Pb) 0,002 (Pb) 0,009 (Pb) 0,04 (Pb)
Limites de quantificacao 1,60 (As) Perdas (As)* 0,37 (As) 0,38 (As)
GF AAS (mg kg™, base timida) 0,014 (Cd) 0,002 (Cd) 0,03(Cd) 0,02(Cd)
0,09 (Pb) 0,004 (Pb) 0,08 (Pb) 0,11 (Pb)
Técnicas de determinacéo ICP-MS, ICP-MS, ICP OES, ICP OES,
ICP OES, ICP OES, GF AAS GF AAS
GF AAS GF AAS

*Qcorréncia de perdas de As na decomposi¢éo por via seca

Ao avaliar os LDs dos métodos, pode-se observar que estes sdo adequados
em relacdo aos limites maximos preconizados na Instru¢do Normativa n° 08/2010 do
Ministério da Agricultura, com excecédo de As. No caso do As, os métodos ndo foram
adequados para o preparo de amostra de musculo equino, cujo limite é de
0,010 mg kg'l. Esta faixa de concentracdo somente foi alcancada pela determinagao
por ICP-MS quando efetuada decomposi¢cdo por via Umida em sistema fechado
assistido por micro-ondas. Em relacdo aos limites de quantificacdo (LQs) dos

métodos propostos, estes ndo foram adequados para a determinacdo de As por
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ICP OES em musculo equino e de aves, cujos limites maximos sao de
0,010 e0,5mg kg', respectivamente, Portanto, para alcancar esta faixa de
concentracdo, se tornaria necessario a determinacdo empregando a técnica de CVG

acoplada a espectrometria de absorgao atdbmica.

4.3.3. Determinacdo de As, Cd e Pb em amostras liofilizadas aplicando os

métodos de preparo de amostra e técnicas de quantificacdo propostos

Considerando que todos os experimentos foram realizados com amostra in
natura, realizou-se a liofilizacdo de algumas amostras para verificar a possivel perda
de umidade e consequente alteracdo da concentracdo de analitos durante o tempo
de estocagem (congelamento). Além disso, investigou-se a aplicabilidade dos
métodos propostos para amostras liofilizadas.

A massa de amostra seca empregada foi proporcional a condicdo otimizada
para a amostra in natura, considerando o teor de umidade. Assim, foram pesadas
cerca de 500 mg de amostra liofilizada para o preparo por via Umida em sistema
aberto e cerca de 125 mg para a solubilizacdo com TMAH. Na Figura 20 € mostrado
o teor de Cd e Pb presente nas amostras de carne equina, rim suino e bovino in
natura e liofilizadas. Para fins de comparacéo os resultados das amostras liofilizadas
foram convertidos em in natura baseado no teor de umidade. As determinacdes
foram feitas por ICP OES e GF AAS.
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Figura 20. Teor de Cd e Pb determinados em amostras liofilizadas e in natura, preparo por via imida
em sistema aberto e solubiligdo com TMAH. Resultados expressos em base Umida. Os

resultados de amostras liofilizadas foram convertidos para base umida (n = 3).

Os resultados de Cd e Pb ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
para as amostras in natura e liofilizadas. J& o teor de As foi inferior ao LD. Assim, 0s

meétodos propostos podem ser utilizados para ambos os pré-tratamentos de amostra.

4.4, AVALIACAO DA RECUPERACAO DOS ANALITOS E EXATIDAO DOS
METODOS E TECNICAS DE DETERMINACAO PROPOSTOS

O teste de recuperacao dos analitos foi realizado através da adicdo de analito
(As, Cd e Pb) na amostra de carne equina decomposta por via imida em sistema
aberto e solubilizada com TMAH. Os elementos Cd e Pb foram adicionados na forma
inorganica e As na forma orgéanica através do composto Roxarsone, comumente
utilizado como aditivo em racdes destinadas a alimentacdo animal. Foi feita a adicao
de 0,3 pg dos analitos na amostra tratada com TMAH e 0,9 pg na amostra
decomposta por via Umida em sistema aberto. A quantidade de analito adicionada
nas amostras foi equivalente a 0,30 e 0,45 mg kg'1 de cada elemento para a amostra

tratada com TMAH e decomposta por via Umida em sistema aberto,
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respectivamente. Os resultados obtidos foram satisfatorios (95 a 105%) conforme
mostrado na Tabela 17.

Tabela 17. Recuperacao de As, Cd e Pb na decomposi¢do de amostra de carne equina por via Umida
em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH. Adic&o de 0,3 e 0,9 ug dos analitos para a
amostra tratada com TMAH e decomposta por via Umida em sistema aberto,
respectivamente. Determinacado por ICP OES e GF AAS (n = 3).

Recuperacdo, %

Via mida em sistema aberto Solubilizagdo com TMAH
Elementos ICP OES GF AAS ICP OES GF AAS
As 96 97 95 104
Cd 98 105 100 101
Pb 95 99 96 104

A exatiddo dos métodos propostos também foi avaliada através de CRMs,
selecionados de modo a possuir caracteristicas semelhantes a matriz da amostra.
Foram utilizados os CRMs de musculo bovino (Bovine Muscle Powder 8414) e
figado bovino (Bovine liver 1577). A determinacao foi feita por ICP OES e GF AAS e
0s resultados estdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos para os métodos de decomposi¢éo por via imida em sistema aberto e
solubilizacdo com TMAH para posterior determinacdo de As, Cd e Pb em CRM Bovine
muscle 8414 e Bovine Liver 1577 (mg kg'l, n=3).

CRM 8414 (Musculo bovino) CRM 1577 (Figado bovino)

Via Umida valor Via Umida valor
Analitos  Técnica  emsistema TMAH® < em sistema  TMAH" b
a certificado a certificado
aberto aberto

As ICP OES < 1,50 <2,20 0,009 < 1,50 < 2,20 0,055
+ 0,003 + 0,05
GF AAS <0,53 <0,55 0,009 < 0,53 <0,55 0,055
+ 0,003 + 0,05

cd ICP OES <0,11 <0,21 0,013 0,26 0,27 0,27
+0,011 +0,01 +0,02 +0,04

GF AAS 0,015 0,015 0,013 0,25 0,27 0,27
+ 0,003 + 0,002 +0,011 +0,01 +0,01 + 0,04

Pb ICP OES <0,75 <0,72 0,38 <0,75 <0,72 0,34
+0,24 +0,08

GF AAS 0,36 0,35 0,38 0,35 0,35 0,34
+ 0,07 + 0,03 +0,24 + 0,04 + 0,03 + 0,08

2500 mg de amostra liofilizada; 10 mL de HNO3 + 1 mL H»0,/150 °C por 2 h.
P 125 mg de amostra liofilizada; 500 pL de TMAH/90 °C/120 min/150 rpm.
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Cabe destacar que houve dificuldade em obter um CRM com caracteristicas
semelhantes a amostra no qual houvesse teores de As, Cd e Pb em concentragfes
adequadas para a determinacdo pelos métodos propostos. Contudo, para os
elementos que puderam ser quantificados, houve concordancia com os valores
certificados. Estes resultados indicaram que os métodos propostos podem ser
utilizados para posterior determinacéo dos elementos monitorados em carne, tanto
por ICP OES quanto GF AAS.

4.5. DETERMINACAO DE As, Cd E Pb EM CARNE E PRODUTOS CARNEOS
APLICANDO OS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA PROPOSTOS

Por fim, apds avaliagdo das condi¢cdes adequadas, os métodos propostos
foram aplicados a amostras de carne (aves, bovina e suina), figado (suino) e
produtos carneos (linguica, presunto e salsicha). Assim, foi feita a decomposicao por
via Umida em sistema aberto e solubilizacdo com TMAH para posterior determinacdo
de As, Cd e Pb por ICP OES e GF AAS. Os resultados sédo mostrados na Tabela 19.

Nas amostras analisadas somente foi identificada a contaminacédo de Cd em
carne de aves e figado suino, porém inferior ao limite maximo da legislacdo. Para a
analise das amostras de linguica, presunto e salsicha houve dificuldades na
determinacao por ICP OES nas amostras tratadas com TMAH em virtude do alto teor
de gordura visualmente presente e, consequentemente alto teor de RCC, havendo a
necessidade de diluir a amostra. Ja por GF AAS, apesar de ter sido observado

consideravel sinal de fundo, ndo foi necessario proceder a dilui¢éo.
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Tabela 19. Aplicagédo dos métodos de preparo de amostra e técnicas de determinacéo propostos para determinacéo de As, Cd e Pb em amostras de carne e
z -1 L.
produtos carneos (mg kg -, base Uumida, n = 3).

Carne de aves

Carne bovina

Carne suina Figado suino Linguica Presunto Salsicha
Via Via Via Via Via Via Via
Umida Umida Umida Umida Umida Umida Umida
Analitos Técnica  em TMAHP em TMAH" em TMAH" em TMAHP em TMAH" em  TMAH® em TMAHP
sistema sistema sistema sistema sistema sistema sistema
aberto® aberto® aberto® aberto® aberto® aberto® aberto®
As (IJCEF; <038 <055 <038 <055 <038 <055 <038 <055 <038 <055 <038 <055 <038 <055
AGAFS <0,12 <0,14 <0,12 <0,14 <0,12 <0,14 <0,12 <0,14 <0,12 <0,14 <0,12 <0,14 <0,12 <0,14
ICP 0,038 0,042
Cd OES <0,03 <0,03 < 0,03 <0,03 <0,03 <0,03 £0004 +0,003 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
GF 0,005 0,004 0,044 0,043
AAS <0,001 <0,001 £0,002 40001 <0,001 <0,001 £0,003 +0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Pb <|3CEPS <019 <018 <019 <018 <019 <018 <019 <018 <019 <018 <019 <018 <019 <0,18
A(?AFS <0,009 <0,04 <0009 <004 <0009 <004 <0,009 <0,04 <0,009 <0,04 <0,009 <0,04 <0,0090 <0,04

 Decomposicéo por via Umida em sistema aberto: 2 g de amostra; 10 mL de HNOs + 1 mL H»0,/150 °C por 2 h.

b Solubilizagdo com TMAH: 500 mg de amostra; 500 pL de TMAH/90 °C/120 min/150 rpm.
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4.6. COMPARACAO COM OS TEORES DE As, Cd E Pb REPORTADOS NA
LITERATURA

Considerando os teores de As, Cd e Pb obtidos nos experimentos realizados
neste trabalho, realizou-se uma comparagéo com os dados reportados na literatura.

Segundo Andree et al., em carnes o elemento As geralmente esta presente
em baixas concentracdes e frequentemente inferior ao LD. Para As foram reportados
teores de 0,003 a 0,07 mg kg™ 576465114 em carne de aves, bovina e suina. J4 em
figado 0,023 a 0,046 mg kg™ °”** e em rim bovino e suino foram reportados teores na
faixa de 0,013 a 0,5 mg kg™*.*45"645 No presente estudo o teor de As em todas as
amostras foi inferior ao LD nas determinagdes por ICP OES e GF AAS. Nas
determinacdes por ICP-MS os valores de As foram < 0,009 mg kg'l para carne
eqguina e rim suino e 0,020 mg kg'l pararim bovino.

Os teores de Cd em carne bovina, suina e de aves encontrados na literatura
foram de 0,001 a 5,68 mg kg *.11448:5357.64 £y figado foram reportados 0,019 a 0,112
mg kg™ 275455 & em rim 0,110 a 0,458 mg kg™.°"%*%° Nas amostras analisadas, os
teores de Cd em carne, rim e figado foram proximos aos reportados na literatura.
Para as demais amostras os resultados foram inferiores aos LDs.

Os teores de Pb em carne bovina, suina e de aves reportados na literatura
foram de 0,002 a 4,60 mg kg 1453576485114 Eiy figado e rim foram reportados
0,004 a 0,121 mg kg™ **°"% e 0,008 a 1,3 mg kg™ »°76465 respectivamente. Nas
amostras analisadas somente foi detectada presenca de Pb em rim (0,007 a 0,073

mg kg'l), apesar de inferior ao limite maximo estipulado na legislagéo.

4 Andrée, S., Jira, W., Schwind, K. H., Wagner, H., Schwéagele, F., Meat Sci. 86 (2010) 38 - 48.
> jorhem, L., Slorach, S., Sundstrém, B., Ohlin, B., Food Addit. Contam. Part A 8 (1991) 201 - 211.

o4 Lopez-Alonso, M., Benedito, J. L., Miranda, M., Castillo, C., Hernandez, J., Shore, R. F., Food Addit. Contam. Part A
17 (2000) 447 - 457.

Lopez-Alonso, M., Miranda, M., Castillo, C., Hernandez, J.,Garcia-Vaquero, M., Benedito, J. L., Food Addit. Contam.
Part A 24 (2007) 943 - 954.

114 Uluozlu, 0. D., Tuzen, M., Mendil, D., Soylak, M., J. Hazard. Mater. 163 (2009) 982 - 987.
!4 Bilandzic, N., Dokic, M., Sedak' M., Food Addit. Contam. Part B 3 (2010) 172 - 177.
! Abou-Arab, A. A. K., Food Chem. Toxicol. 39 (2001) 593 - 599.

48 Gonzélez-Weller, D., Karlsson, L., Caballero, A., Hernandez, F., Gutiérrez’ A., Gonzélez-Iglesias, T., Marino, M.,
Hardisson, A., Food Addit. Contam. Part A 23 (2006) 757 - 763.

3 |wegbue, C. M. A., Nwajei G. E., lyoha E. H., Bulg. J. Vet. Med. 11 (2008) 275 - 280.
0 Falandysz, J., Food Addit. Contam. Part A 8 (1991) 71 - 83.
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5. CONCLUSOES

Os métodos propostos (decomposicdo por via Umida em sistema aberto e
solubilizacgdo com TMAH) foram considerados adequados para a posterior
determinacao de As, Cd e Pb em carne e produtos carneos. As principais vantagens
foram a elevada frequéncia de anélise e o baixo custo. A solubilizacdo com TMAH
apresentou ainda simplicidade e rapidez no preparo. J4& a decomposicdo por via
Umida em sistema aberto, apesar de ter apresentado alto teor de RCC, nédo
apresentou problemas na quantificacdo por GF AAS e ICP OES. Ademais, estes
métodos de preparo de amostras propostos puderam ser aplicados tanto para
amostra in natura quanto liofilizada. A aplicacdo de amostra in natura teve como
vantagens a rapidez e menor risco de contaminacdo devido a auséncia de
procedimentos de secagem e subsequente moagem. Salienta-se, no entanto, que
devem ser observadas as recomendacdes quanto a qualidade do ar do laboratério e
dos materiais para a satisfatoria aplicacdo dos procedimentos propostos por
tratar-se de sistemas abertos. Além disso, deve ser observada a compatibilidade dos
métodos propostos com as varias técnicas de determinacao.

Em relacdo aos métodos de preparo de amostra recomendados pela AOAC, a
decomposicado por via Umida em sistema fechado assistido por micro-ondas foi
considerada adequada, porém na decomposi¢cao por via seca houve perdas de As,
indicando que este método é improprio para a posterior determinacdo de As. Para
Cd e Pb os resultados por via seca foram satisfatérios, porém o procedimento
apresentou morosidade.

As técnicas de quantificacdo empregando ICP OES e GF AAS apresentaram
recuperacdo de analito satisfatéria e concordancia com CRMs tanto para as
amostras decompostas por via umida em sistema aberto quanto solubilizadas com
TMAH. Os LDs também foram convenientes em relacdo aos limites maximos
preconizados na legislacdo vigente, com excec¢ao de As em musculo. Neste caso,
tornaria-se necessario o desenvolvimento de metodologia para quantificacdo por

técnicas mais sensiveis, como por exemplo, CVG.
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As amostras de carne (aves, bovina, equina e suina), figado (suino), rim
(bovino e suino) e produtos cérneos (linguica, presunto e salsicha) analisadas
apresentaram teores de As, Cd e Pb inferiores aos limites maximos preconizados na
legislacao vigente.

Portanto, as metodologias propostas foram consideradas adequadas e podem
ser empregadas com sucesso para o preparo de amostras de carnes e produtos

carneos para posterior determinacao de As, Cd e Pb por ICP OES e GF AAS.



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

11.

Abou-Arab, A. A. K., Heavy metals contents in Egyptian meat and the role of
detergent washing on their leves, Food Chem. Toxicol. 39 (2001) 593 - 599.
Acar, O., Determination of cadmium and lead in biological samples by Zeeman
ETAAS using various chemical modifiers, Talanta 55 (2001) 613 - 622.
Ahamed, M., Siddiqui, M. K. J., Environmental lead toxicity and nutritional
factors, Clinic. Nutrit. 26 (2007) 400 - 408.

Andrée, S., Jira, W., Schwind, K. H., Wagner, H., Schwéagele, F., Chemical
safety of meat and meat products, Meat Sci. 86 (2010) 38 - 48.

Arruda, M. A. Z., Santelli, R. E., Mecanizagcdo no preparo de amostras por
micro-ondas: o estado da arte, Quim. Nova 20 (1997) 638 - 643.

Baratkiewicz, D., Fast determination of lead in lake sediment samples using
electrothermal atomic absorption spectrometry with slurry samples introduction,
Talanta 56 (2002) 105 - 114.

Barbosa, F. J., Palmer, C. D., Krug, F. J., Parsons, P. J., Determination of total
mercury in whole blood by flow injection cold vapor atomic absorption
spectrometry with room temperature digestion using tetramethylammonium
hydroxide, J . Anal . At . Spectrom. 19 (2004) 1000 - 1005.

Barin, J. S., Desenvolvimento de procedimentos alternativos de preparo e de
determinacdo de metais pesados em farmacos triciclicos, Tese de doutorado,
Programa de Pos-graduacdo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2007.
Barin, J. S., Determinacdo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos
apos decomposicdo em sistema fechado por combustdo iniciada por micro-
ondas. Dissertacdo de mestrado, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Farmacéuticas, UFSM, Santa Maria - RS, 2003.

Basu, A., Mahata, J., Gupta, S., Giri, A. K., Genetic toxicology of a paradoxical
human carcinogen, arsenic: a review, Mutat. Res. 488 (2001) 171 - 194.

Batista, B. L., Grotto, D., Rodrigues, J. L., Souza, V. C. O., Barbosa, F. J.,

Determination of trace elements in biological samples by inductively coupled



Referéncias Bibliogréaficas 93

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

plasma mass spectrometry with tetramethylammonium hydroxide solubilization
at room temperature, Anal. Chim. Acta 646 (2009) 23 - 29.

Batista, B. L., Rodrigues, J. L., Nunes, J. A., Tormen, L., Curtius, A. J.,
Barbosa, F. J., Simultaneous determination of Cd, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn in nall
samples by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) after
tetramethylammonium hydroxide solubilization at room temperature:
Comparison with ETAAS, Talanta 76 (2008) 575 - 579.

Bertin, G., Averbeck, D., Cadmium: cellular effects, modifications of
biomolecules, modulation of DNA, repair and genotoxic consequences (a
review), Biochimie 88 (2006) 1549 - 1559.

Bilandzic, N., Dokic, M., Sedak’ M., Survey of arsenic, cadmium, copper,
mercury and lead in kidney of cattle, horse, sheep and pigs from rural areas in
Croatia, Food Addit. Contam. Part B 3 (2010) 172 - 177.

Boutakhrit, K., Claus, R., Bolle, F., Degroodt, J. M., Goeyens, L., Open
digestion under reflux for the determination of total arsenic in seafood by
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry with hydride
generation, Talanta 66 (2005) 1042 - 1047.

Brasil. Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e Pescas. Relatorio
de Resultados PNCRC 2008. Disponivel em
http://mww2.dgv.minagricultura.pt/higiene_publica/docs/Relat%C3%B3rio
resultados2008.pdf. Acesso em: 15/06/2011.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucéo
Normativa n® 42, de 22 de dezembro de 1999. Altera o Plano Nacional de
Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal. Diario Oficial da Uniao,
Brasilia, DF (1999).

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucéo
Normativa n® 20, de 21 de julho de 1999. Oficializa Métodos Analiticos
Fisico-Quimicos para Controle de Produtos Carneos e seus Ingredientes - Sal
e salmoura. Diario Oficial da Uniéo, Brasilia, DF (1999).

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n° 08, de
29 de abril de 2010. Altera o Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF (2010).


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t783462596

Referéncias Bibliogréaficas 94

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Portaria n°® 31, de
29 de janeiro de 2002. Determina o cancelamento dos registros, na area de
alimentos para animais, de todos os produtos formulados com principios ativos
a base de arsenicais e antimoniais. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (2002).
Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n° 86, de
26 de janeiro de 1979. Aprova o Programa Nacional de Controle de Residuos
Biol6gicos em Carnes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (1979).

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuaria. Instrucdo Normativa n° 06, de 25 de fevereiro de 2011.
Publica os resultados do acompanhamento dos Programas de Controle de
Residuos e Contaminantes em Carnes, Leites, Ovos, Mel e Pescado do
exercicio de 2010. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF (2011).

Buldini, P. L., Ricci, L., Sharma, J. L., Recent applications of sample
preparation technigues in food analysis, J. Chromatogr. A 975 (2002) 47 - 70.
Cal-Prieto, M. J., Felipe-Sotelo, M., Carlosena, A., Andrade, J. M., Lopez-Mahia
P., Muniategui, S., Prada, D., Slurry sampling for direct analysis of solid
materials by electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS). A
literature review from 1990 to 2000, Talanta 56 (2002) 1 - 51.

Carrilho, E. N. V. M., Nogueira, A. R. A., Nobrega, J. A,, Souza, G. B., Cruz, G.
M., An attempt to correlate fat and protein content of biological samples with
residual carbon after microwave-assisted digestion, Fresenius J. Anal. Chem.
371 (2001) 536 - 540.

Cernohorsky, T., Krejova, A., Pouzar, M., Vavrusova, L., Elemental analysis of
flour-based ready-oven foods by slurry sampling inductively coupled plasma
optical emission spectrometry, Food Chem. 106 (2008) 1246 - 1252.

Cervera, M. L., Lopez, J. C., Montoro, R., Determination of arsenic in orange
juice by dry ashing hydride generation atomic absorption spectrometry,
Microchem. J. 49 (1994) 20 - 26.

Cheng, H., Hu, Y., Lead (Pb) isotopic fingerprinting and its applications in lead
pollution studies in China: a review, Environ. Pollut. 158 (2010) 1134 - 1146.



Referéncias Bibliogréaficas 95

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Cid, B. P., Boia, C., Pombo, L., Rebelo, E., Determination of trace metals in fish
species of the Ria de Aveiro (Portugal) by electrothermal atomic absorption
spectrometry, Food Chem. 75 (2001) 93 - 100.

Commission regulation (EC) N° 1881/2006 of 19 December 2006 setting
maximum levels for certain contaminants in foodstuffs, Official J. Europ. Union
(2006) L364/5-24.

Commission Regulation (EC) N° 333/2007 of 28 March 2007 laying down the
methods of sampling and analysis for the official control of the levels of lead,
cadmium, Mercury, inorganic tin, 3- MCPD and benzo(a)pyrene in foodstuffs,
Official J. Europ. Union (2007) L88/29-38.

Coni, E., Bocca, A., Coppolelli, P., Caroli, S., Cavallucci, C., Marinucci, M. T.,
Minor and trace element content in sheep and goat milk and dairy products,
Food Chem. 57 (1996) 253 - 260.

Damin, I. C. F., Investigacdo da amostragem direta para determinacédo de
elementos traco em carne in natura e em petrdleo usando espectrometria de
absorcdo atdbmica com forno de grafite, Tese de doutorado, Programa de Pos-
graduacdo em Quimica, UFRGS, Porto Alegre - RS, 2009.

Damin, I. C. F., Silva, M. M., Vale, M. G. R., Welz, B., Feasibility of using direct
determination of cadmium and lead in fresh meat by electrothermal atomic
absorption spectrometry for screening purposes, Spectrochim. Acta Part B 62
(2007) 1037 - 1045.

Demirel, S., Tuzen, M., Saracoglu, S., Soylak, M., Evaluation of various
digestion procedures for trace element contents of some food materials, J.
Hazard. Mater. 152 (2008) 1020 - 1026.

Duker, A. A., Carranza, E. J. M., Hale M., Arsenic geochemistry and health.
Environ. Int. 31 (2005) 631 - 641.

EFSA, European Food Safety Authority, Cadmium in food: scientific opinion of
the panel on contaminants in the food chain. EFSA J. (2009), Disponivel em:
www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.

EFSA, European Food Safety Authority, Panel on Contaminants in the Food
Chain; Scientific Opinion on Arsenic in Food, EFSA J. (2009), Disponivel em:

www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.



Referéncias Bibliogréaficas 96

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

EFSA, European Food Safety Authority, Panel on contaminants in the food
chain; scientific opinion on lead in food. EFSA J. (2010), Disponivel em:
www.efsa.europa.eu. Acesso em: 14/09/2011.

Falandysz, J., Manganese, copper, zinc, iron, cadmium, mercury and lead in
muscle meat, liver and kidneys of poultry, rabbit and sheep slaughtered in the
northern part of Poland, 1987, Food Addit. Contam. Part A 8 (1991) 71 - 83.
Fecher, P. A., Goldmann, |., Nagengast, A., Determination of iodine in food
samples by inductively coupled plasma mass spectrometry after alkaline
extraction, J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 977 - 982.

Flores, E. M. M., Mesko, M.F., Moraes, D. P., Pereira, J. S. F., Mello, P. A,,
Barin, J. S., Knapp, G., Determination of halogens in coal after digestion using
the microwave-induced combustion technique, Anal. Chem. 80 (2008)
1865 - 1870.

Garcia-Leston, J., Méndez, J., Pasaro, E., Laffon, B., Genotoxic effects of lead:
An updated review, Environ. Int. 36 (2010) 623 - 636.

Giacomelli, M. B. O., Lima, M. C., Stupp, V., Carvalho, R. M. J., Silva, J. B. B.,
Barrera, P. B., Determination of As, Cd, Pb and Se in DORM-1 dogfish muscle
reference material using alkaline solubilization and electrothermal atomic
absorption spectrometry with Ir + Rh as permanent modifiers or Pd + Mg in
solution, Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 2151 - 2157.

Giné-Rosias, M. F., Espectrometria de emissdo atbmica com plasma acoplado
indutivamente (ICP AES), Piracicaba: CENA (1998), 148 p.

Giné-Rosias, M. F., Espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS),
Piracicaba: CENA (1999), 118 p.

Gonzalez, M. H., Souza, G. B., Oliveira, R. V., Forato, L. A., Nobrega, J. A,,
Nogueira, A. R. A., Microwave-assisted digestion procedures for biological
samples with diluted nitric acid: ldentification of reaction products, Talanta 79
(2009) 396 - 401.

Gonzélez-Weller, D., Karlsson, L., Caballero, A., Hernandez, F., Gutiérrez' A.,
Gonzalez-Iglesias, T., Marino, M., Hardisson, A., Lead and cadmium in meat
and meat products consumed by the population in Tenerife Island, Spain, Food
Addit. Contam. Part A 23 (2006) 757 - 763.


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=8#v8
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac8000836?prevSearch=%255BContrib%253A%2Bmesko%255D&searchHistoryKey=
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac8000836?prevSearch=%255BContrib%253A%2Bmesko%255D&searchHistoryKey=
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=23#v23

Referéncias Bibliogréaficas 97

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

Gouveia, S. T., Silva, F. V., Costa, L. M., Nogueira, A. R. A., Nobrega, J. A,,
Determination of residual carbon by inductively-coupled plasma optical
emission spectrometry with axial and radial view configurations, Anal. Chim.
Acta 445 (2001) 269 - 275.

Hoenig, M., Preparation steps in environmental trace element analysis - facts
and traps, Talanta 54 (2001) 1021- 1038.

Hughes, M. F., Arsenic toxicity and potential mechanisms of action, Toxicol. Let.
133 (2002) 1 - 16.

I’'yasova, D., Schwartz, G. G., Cadmium and renal cancer, Toxicol. Appl.
Pharmacol. 207 (2005) 179 - 186.

Iwegbue, C. M. A, Nwajei G. E., lyoha E. H., Heavy metal residues of chicken
meat and gizzard and turkey meat consumed in southern Nigeria, Bulg. J. Vet.
Med. 11 (2008) 275 - 280.

Jarup, L., Akesson, A., Current status of cadmium as an environmental health
problem, Toxicol. Appl. Pharmacol. 238 (2009) 201 - 208.

Jarvis, K. E., Gray, A. L., Houk, R. S., Handbook of inductively coupled plasma
mass spectrometry. Blackie, USA, 1992, 380 p.

Johnson, F. M., The genetic effects of environmental lead, Mutat. Res. 410
(1998) 123 - 140.

Jorhem, L., Slorach, S., Sundstrém, B., Ohlin, B., Lead, cadmium, arsenic and
mercury in meat, liver and kidney of Swedish pigs and cattle in 1984 - 1988,
Food Addit. Contam. Part A 8 (1991) 201 - 211.

Joseph, P., Mechanisms of cadmium carcinogenesis, Toxicol. Appl. Pharmacol.
238 (2009) 272 - 279.

Kingston, H. M., Jassie, L. B., Microwave acid sample decomposition for
elemental analysis, J. Res. Natl. Bur. Stand. 93 (1988) 269 - 274.

Kira, C. S., Maihara, V. A., Determination of major and minor elements in dairy
products through inductively coupled plasma optical emission spectrometry
after wet partial digestion and neutron activation analysis, Food Chem. 100
(2007) 390 - 395.

Korn, M. G. A., Boa Morte, E. S., Santos, D. C. M. B., Castro, J. T., Barbosa, J.
T. P., Teixeira, A. P., Fernandes, A. P., Welz, B., Santos, W. P. C., Santos, E.


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=8#v8

Referéncias Bibliogréaficas 98

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

B. G. N., Korn, M., Sample Preparation for the Determination of Metals in Food
Samples Using Spectroanalytical Methods - A Review, Appl. Spectrosc. Rev. 43
(2008) 67 - 92.

Krug, F. J., Métodos de Preparo de Amostras - Fundamentos Sobre Preparo de
Amostras Organicas e Inorganicas para Andlise Elementar. 1% Edicéo.
Piracicaba/SP: Secédo Técnica de Biblioteca — CENA/USP (2008), 200 p.

Liu, J., Sturgeon R. E., Willie, S. N., Open-focused Microwave-assisted
Digestion for the Preparation of Large Mass Organic Samples, Analyst 120
(1995) 1905 - 19089.

Lépez-Alonso, M., Benedito, J. L., Miranda, M., Castillo, C., Hernandez, J.,
Shore, R. F., Toxic and trace elements in liver, kidney and meat from cattle
slaughtered in Galicia (NW Spain), Food Addit. Contam. Part A 17 (2000) 447 -
457.

Lépez-Alonso, M., Miranda, M., Castillo, C., Hernandez, J.,Garcia-Vaquero, M.,
Benedito, J. L., Toxic and essential metals in liver, kidney and muscle of pigs at
slaughter in Galicia, north-west Spain, Food Addit. Contam. Part A 24 (2007)
943 - 954.

Lopez-Garcia, I., Vifas, P., Romero-Romero, R., Hernandez-Cérdoba, M., Fast
determination of phosphorus in honey, milk and infant formulas by
electrothermal atomic absorption spectrometry using a slurry sampling
procedure, Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 48 - 55.

Mandal, B. K., Suzuki, K. T., Arsenic round the world: a review, Talanta 58
(2002) 201 - 235.

Marcal, W. S., Gaste, L., Nascimento, M. R. L., ldentificacdo e quantificacdo de
chumbo em misturas minerais comercializadas no estado de S&o Paulo,
Ciéncia Animal Bras. 6 (2005) 249 - 253.

Martins, P., Pozebon, D., Dressler, V. L., Kemieciki, G. A., Determination of
trace elements in biological materials using tetramethylammonium hydroxide for
sample preparation, Anal. Chim. Acta 470 (2002) 195 - 204.

Matos, W. O., Menezes, E. A., Gonzalez, M. H., Costa, L. M., Trevizan, L. C.,
Nogueira, A. R. A., Partial microwave-assisted wet digestion of animal tissue

using a baby-bottle sterilizer for analyte determination by inductively coupled


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=17#v17
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=24#v24

Referéncias Bibliogréaficas 99

71.

72.

73.

74.

75.

76.

17.

78.

79.

plasma optical emission spectrometry, Spectrochim. Acta Part B 64 (2009)
615 - 618.

Matusiewicz, H., Golik, B., Determination of major and trace elements in
biological materials by microwave induced plasma optical emission
spectrometry (MIP-OES) following tetramethylammonium hydroxide (TMAH)
solubilization, Microchem. J. 76 (2004) 23 - 29.

Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Berman, S. S., Trace Element Analysis of
Biological Material Following Pressure Digestion With Nitric Acid - Hydrogen
Peroxide and Microwave Heating, J. Anal. At. Spectrom. 4 (1989) 323 - 327.
McKinstrya, P. J., Indyka, H. E., Kimb, N. D., The determination of major and
minor elements in milk and infant formula by slurry nebulisation and inductively
coupled plasma - optical emission spectrometry (ICP-OES), Food Chem. 65
(1999) 245 - 252.

Mendil, D., Uluozlu, O. D., Hasdemir, E., Tuzen, M., Sari, H., Suicmez, M.,
Determination of trace metal levels in seven fish species in lakes in Tokat,
Turkey, Food Chem. 90 (2005) 175 - 179.

Mesko, M. F., Combustéo iniciada por micro-ondas em sistema fechado para
decomposicao de amostras biolégicas, Dissertacdo de mestrado, Programa de
Pés-graduacdo em Quimica, UFSM, Santa Maria - RS, 2004.

Meyer, P. A., Brown, M. J., Falk, H., Global approach to reducing lead exposure
and poisoning, Mutat. Res. 659 (2008) 166 - 175.

Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior. A Cadeia
Produtiva de Carnes. Disponivel em
http://mwww.mdic.gov.br//sitio/interna/interna.php?area=2&menu=855.  Acesso
em: 11/08/2011.

Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Investigation
of four digestion procedures for multi-element determination of toxic and
nutrient elements in legumes by inductively coupled plasma-optical emission
spectrometry, Anal. Chim. Acta 565 (2006) 81 - 88.

Momen, A. A., Zachariadis, G. A., Anthemidis, A. N., Stratis, J. A., Use of
fractional factorial design for optimization of digestion procedures followed by



Referéncias Bibliogréaficas 100

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

multi-element determination of essential and non-essential elements in nuts
using ICP OES technique, Talanta 71 (2007) 443 - 451.

Monteiro, M., Santos, C., Mann, R. M., Soares, A. M. V. M., Lopes, T.,
Evaluation of cadmium genotoxicity in Lactuca sativa L. using nuclear
microsatellites, Environ. Exp. Bot. 60 (2007) 421 - 427.

Nobrega, J. A., Gélinas, Y., Krushevska, A., Barnes, R. M., Determination of
Elements in Biological and Botanical Materials by Inductively Coupled Plasma
Atomic Emission and Mass Spectrometry After Extraction With a Tertiary Amine
Reagent, J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 1239 - 1242.

Nobrega, J. A., Santos, M. C., Sousa, R. A., Cadore, S., Barnes, R. M., Tatro,
M., Sample preparation in alkaline media, Spectrochim. Acta Part B 61 (2006)
465 - 495.

Nobrega, J. A., Trevizan, L. C., Araudjo, G. C. L., Nogueira, A. R. A., Review:
Focused-microwave-assisted strategies for sample preparation, Spectrochim.
Acta Part B 57 (2002) 1855 - 1876.

Nolte, J., ICP Emission Espectrometry - A pratical guide. VCH, USA (2003),
267 p.

Nomura, C. S., Silva, C. S., Oliveira, P. V., Analise direta de sélidos por
espectrometria de absor¢cado atbmica com atomizagédo em forno de grafite: uma
revisdo. Quim. Nova 31 (2008) 104 - 113.

Nunes, J. A., Desenvolvimento de método para determinacdo de Ag, As, Cd,
Co, Mn, Ni, Pb, e Se em sangue por espectrometria de massas com fonte de
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) utilizando diluicdo das amostras em
meio alcalino, Universidade de S&o Paulo, Dissertacdo de mestrado, 2009.
Official Methods of Analysis - AOAC International, 18 th, ed. Gaithersburg
(2006). a) Official Method 999.10 (9.1.08) p.16; b) Official Method 999.11
(9.1.09), p. 19 e c) Official Method 982.23 (9.01.02) p. 3.

Ortiz, A. I. C., Albarran, Y. M., Rica, C. C., Evaluation of different sample pre-
treatment and extraction procedures for mercury speciation in fish samples, J.
Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1595 - 1601.

Park, C. J., Do, H., Determination of inorganic and total mercury in marine

biological samples by cold vapor generation inductively coupled plasma mass



Referéncias Bibliogréaficas 101

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

spectrometry after tetramethylammonium hydroxide digestion, J. Anal. At.
Spectrom. 23 (2008) 997 - 1002.

Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., Determination of trace elements in
biological materials by ETV-ICP-MS after dissolution or slurry formation with
tetramethylammonium hydroxide, J. Anal. At. Spectrom. 13 (1998) 1101 - 1105.
Pozebon, D., Dressler, V. L., Curtius, A. J., Determination of volatile elements in
biological materials by isotopic dilution ETV-ICP-MS after dissolution with
tetramethylammonium hydroxide or acid digestion, Talanta 51 (2000) 903 - 911.
Reid, H. J., Greenfield, S., Edmonds, T. E., Investigation of Decomposition
Products of Microwave Digestion of Food Samples, Analyst, 120 (1995)
1543 - 1548.

Ribeiro, A. S., Curtius, A. J., Pozebon, D., Determination of As, Cd, Ni and Pb in
human hair by electrothermal atomic absorption spectrometry after sample
treatment with tetramethylammonium hydroxide, Microchem. J. 64 (2000)
105 - 110.

Ribeiro, A. S., Vieira, M. A, Silva, A. F., Borges, D. L. G., Welz, B., Heitmann,
U., Curtius, A. J., Determination of cobalt in biological samples by line-source
and high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
spectrometry using solid sampling or alkaline treatment, Spectrochim. Acta Part
B 60 (2005) 693 - 698.

Ridgway K., Lalljie S. P. D., Smith R. M., Sample preparation techniques for the
determination of trace residues and contaminants in foods, J. Chromatogr. A
1153 (2007) 36 - 53.

Rodrigues, J. L., Nunes, J. A., Batista, B. L., Souza, S. S., Barbosa, F. J., A fast
method for the determination of 16 elements in hair samples by inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) with tetramethylammonium
hydroxide solubilization at room temperature, J. Anal. At. Spectrom. 23 (2008)
992 - 996.

Rodrigues, J. L., Torres, D. P., Souza, V. C. O., Batista, B. L., Souza, S. S,,
Curtius, A. J., Barbosa, F. J., Determination of total and inorganic mercury in

whole blood by cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry



Referéncias Bibliogréaficas 102

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

(CV-ICP-MS) with alkaline sample preparation, J. Anal. At. Spectrom. 24 (2009)
1414 - 1420.

Rodushkin, I., Ruth, T., Huhtasaari, A., Comparison of two digestion methods
for elemental determinations in plant material by ICP techniques, Anal. Chim.
Acta 378 (1999) 191 - 200.

Rudy, M., The analysis of correlations between the age and the level of
bioaccumulation of heavy metals in tissues and the chemical composition of
sheep meat from the region in SE Poland, Food Chem. Toxicol. 47 (2009)
1117 - 1122.

Saracoglu, S., Saygi, K. O., Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Soylak, M.,
Determination of trace element contents of baby foods from Turkey, Food
Chem. 105 (2007) 280 - 285.

Shah, A. Q., Kazi, T. G., Arain, M. B., Jamali, M. K., Afridi, H. I., Jalbani, N.,
Kandhro, G. A., Baig, J. A., Sarfraz, R. A., Ansari, R. Comparison of
electrothermal and hydride generation atomic absorption spectrometry for the
determination of total arsenic in broiler chicken, Food Chem. 113 (2009)
1351 - 1355.

Silva, J. B. B., Borges, D. L. G., Veiga, M. A. M. S., Curtius, A. J., Welz, B.,
Determination of cadmium in biological samples solubilized with
tetramethylammonium hydroxide by electrothermal atomic absorption
spectrometry, using ruthenium as permanent modifier, Talanta 60 (2003)
977 - 982.

Silva, R. G. L., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Santelli, R. E., Sella, S. M.,
Alkaline solubilization of biological materials for trace element analysis by
electrothermal atomic absorption spectrometry, Analyst, 124 (1999)
1843 - 1846.

Spisso, B. F., Nobrega, A. W., Marques, M. A. S., Residuos e contaminantes
quimicos em alimentos de origem animal no Brasil: historico, legislacdo e
atuacdo da vigilancia sanitaria e demais sistemas regulatérios, Ciéncia &
Saude Colet. 14 (2009) 2091 - 2106.

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater; 21 ed.,
Method 5520 D (2005) 5 - 40.



Referéncias Bibliogréaficas 103

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Sturgeon, R. E., Graphite furnace atomic absorption spectrometry and
environmental challenges at the ultratrace level a review, Spectrochim. Acta
Part B 52 (1997) 1451 - 1457.

Tao, G., Scott N. W., Sturgeon, R. E., Determination of total mercury in
biological tissues by flow injection cold vapour generation atomic absorption
spectrometry following tetramethylammonium hydroxide digestion, Analyst 123
(1998) 1215 - 1218.

Teixeira, A. O., Lopes, D. C., Ribeiro, M. C. T., Lopes, J. B., Ferreira, V. P. A.,
Vitti, D. M. S. S., Moreira, J. A., Pena, S. M., Composicao quimica de diferentes
fontes de fosforo e deposicdo de metais pesados em tecidos de suinos, Arg.
Bras. Med. Vet. Zootec. 57 (2005) 502 - 509.

Tokman, N., The use of slurry sampling for the determination of manganese
and copper in various samples by electrothermal atomic absorption
spectrometry, J. Hazard. Mat. 143 (2007) 87 - 94.

Torres, D. P., Frescura, V. L. A., Curtius, A. J., Simple mercury fractionation in
biological samples by CV AAS following microwave-assisted acid digestion or
TMAH pre-treatment, Microchem. J. 93 (2009) 206 - 210.

Tsalev, D. L., Slaveykova, V. I., Mandjukov P. B., Chemical modification in
graphite-furnace atomic absorption spectrometry, Spectrochim. Acta Rev. 13
(1990) 225 - 274.

Tlzen, M., Determination of heavy metals in fish samples of the middle Black
Sea (Turkey) by graphite furnace atomic absorption spectrometry, Food Chem.
80 (2003) 119 - 123.

Tldzen, M., Silici, S., Mendil, D., Soylak, M., Trace element levels in honeys
from different regions of Turkey, Food Chem. 103 (2007) 325 - 330.

Uluozlu, O. D., Tuzen, M., Mendil, D., Soylak, M., Assessment of trace element
contents of chicken products from turkey, J. Hazard. Mater. 163 (2009)
982 - 987.

Valdes, C, Brazil Emerges as Major Force in Global Meat Markets. Disponivel
http://www.ers.usda.gov/AmberWaves/April06/Findings/Brazil.htm. Acesso em:
11/08/2011.



Referéncias Bibliogréaficas 104

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

124.

Vassileva, E., Docekalova, H., Baeten, H., Vanhentenrijk, S., Hoenig, M.,
Reuvisitation of mineralization modes for arsenic and selenium determinations in
environmental samples, Talanta 54 (2001) 187 - 196.

Vifias, P., Campilio, N., Lépez-Garcia, |., Hernandez-Cordoba, M., Slurry
atomization of vegetables for the electrothermal atomic absorption
spectrometric analysis of lead and cadmium, Food Chem. 50 (1994) 317 - 321.
Waegeneers, N., Pizzolon, J. C., Hoenig, M., Temmerman, L. D., The European
maximum level for cadmium in bovine kidneys is in Belgium only realistic for
cattle up to 2 years of age, Food Addit. Contam. Part A 26 (2009) 1239 - 1248.
Wasilewska, M., Goessler, W., Zischka, M., Maichin B., Knapp G., Efficiency of
oxidation in wet digestion procedures and influence from the residual organic
carbon content on selected techniques for determination of trace elements, J.
Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1121 - 1125.

Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, VHC, 3" Ed.,
Alemanha, 1999.

Wershaw, R. L., Rutherford, D. W., Rostad, C. E., Garbarino, J. R., Ferrer, 1.,
Kennedy, K. R., Momplaisir, G., Grange, A., Mass spectrometric identification of
an azobenzene derivative produced by smectite-catalyzed conversion of
3-amino-4-hydroxyphenylarsonic acid, Talanta 59 (2003) 1219 - 1226.

Willie, S. N., D. Gregoire, C., Sturgeon, R. E., Determination of Inorganic and
Total Mercury in Biological Tissues by Electrothermal Vaporization Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry, Analyst 122 (1997) 751 - 754.

Wirfels, M., Jackwerth E., Investigations on the carbon balance in
decomposition of biological materials with nitric acid, Fresenius J. Anal. Chem.
322 (1985) 354 - 358.

Wairfels, M., Jackwerth E., Stoeppler, M., Residues from biological materials
after pressure-decomposition with nitric acid. Il. Identification of the reaction
products, Anal. Chim. Acta 226 (1989) 17 - 30.


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713599661~tab=issueslist~branches=26#v26

