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RESUMO

No presente trabalho foi avaliado o uso de um sistema de camara Unica de reacao
(SRC - Single Reaction Chamber) para a decomposi¢cdo de amostras de alimentos por via
Umida assistida por radiacdo micro-ondas. Investigou-se a possibilidade da utilizacdo de
solucbes diluidas de HNO; para a decomposicdo das amostras, juntamente com a
possibilidade do uso de O, como reagente auxiliar de digestdo. O emprego de diferentes
gases (ar comprimido, Ar, N2 e O) foi feito para avaliar a influéncia destes na eficiéncia de
decomposicao. Leite em po integral foi utilizado como amostra modelo para os testes de
pressurizacdo com diferentes gases. Tampas modificadas foram desenvolvidos para avaliar
a influéncia da fase gasosa na digestao de leite em pé integral, bem como possibilitar uma
melhor compreensao das reagfes de oxidacdo da matéria organica. Comparativamente a
este estudo, um sistema com aquecimento convencional — decomposi¢éo por via Umida em
forno de alta pressdo e temperatura (HPA — High Pressure Asher) foi empregado para o
estudo da influéncia da fase gasosa na decomposicao de leite em po integral. Para o HPA
foi avaliado o uso de H,O, e HNOs; como solucdo digestora. Nesse sistema, foi avaliado a
temperatura, concentracdo do HNOs, volume de H»O, e o tempo de decomposicdo. O
estudo da eficiéncia de decomposicdo de cada sistema foi feito com base no teor de
carbono residual (RCC) e acidez residual (RA) para os digeridos. Para as melhores
condicbes foram determinados metais (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn) por ICP-
OES. Os resultados indicaram que o sistema MAD-SRC utilizando O, apresenta alta
eficiéncia de digestdo, além de possibilitar que mdultiplas amostras com caracteristicas
distintas sejam decompostas ao mesmo tempo. Para o sistema HPA foram observadas
contaminacgfes para determinacdo de Fe. A exatiddo foi avaliada para os dois sistemas
empregando materiais de referéncia certificado de leite em poé integral (NIST 8435 Whole
Milk Powder), figado bovino (NIST 15772 Bovine Liver) e farinha de milho (NIST 8433 Corn
Bran). O método proposto foi utilizado para digestdo simultdnea de amostras de linhaca,

salsa, figado bovino e leite em po integral.
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ABSTRACT

In the present work the use of a microwave-assisted wet digestion using a
single reaction chamber system (MAD-SRC) at high pressure and temperature was
evaluated for digesting food samples. It was evaluated the use of dilute solutions of
HNOs for sample digestion. Oxygen was used as auxiliary reagent for sample
digestion using diluted HNOs. The gas phase influence over the efficiency of sample
digestion was performed by using different gases (compressed air, Ar, N2 and Oy).
Whole milk powder was used as a model sample for all the evaluations using
different gases. Modified covers were developed to check the influence of gaseous
phase in the digestion of whole milk powder, as well as provide a better
understanding of the reactions of the organic matter oxidation. For comparison
purposes, a sample digestion was performed using a high pressure asher (HPA),
which is conventionally heated. This system was employed for evaluating. For the
digestion using HPA system it was evaluated the use of HNO3s solution (1 to 7 mol L
1) with H202. The digestion temperature, the concentration of HNOs, volume of H202
and the time of digestion was systematically evaluated. For both digestion system,
MAD-SRC and HPA, the digestion efficiency was performed by means of residual
carbon content (RCC) and residual acidity (RA) in the final digests. In the optimized
sample digestion condition metals (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr, and Zn) were
determined by ICP-OES. The obtained results indicated that the MAD-SRC system
using Oz presented a better digestion efficiency, as well as enabling multiple samples
with different compositions to be digested in the same run. The accuracy was
evaluated by using certified reference materials (CRMs) of whole milk powder (NIST
8435 Whole Milk Powder), bovine liver (NIST 1577a Bovine Liver) and corn bran
(NIST 8433 Corn Bran). The proposed method was used for simultaneously digestion
of samples of linseed, parsley, bovine liver and whole milk powder.






1 INTRODUCAO

O preparo de amostras organicas para determinacdo elementar pode ser feito
em sistemas abertos ou fechados, onde a oxidacdo da matéria organica ocorre por
meio de uso de reagentes acidos oxidantes (via Umida) ou por acdo direta do
oxigénio presente em fase gasosa (via seca). Nos sistemas abertos as amostras séo
decompostas em pressao atmosférica. Estes sistemas, quando empregados para via
Uumida, fazem uso de acidos concentrados ou mistura de acidos (ex.: HNOs, HCIOa4,
H2S04). Como a reacéo de oxidagao ocorre sem aumento de presséo a limitacdo na
decomposicdo da amostra esta por conta da temperatura de ebulicdo dos reagentes,
o que limita a eficiéncia de decomposicdo para cada reagente utilizado. Dentre os
acidos utilizados o H2SO4 apresenta a maior temperatura de ebulicdo e, assim, &
utilizado em conjunto com outros acidos para aumentar a temperatura de ebulicdo
do meio reacional e favorecer a digestdo das amostras. Como desvantagens dos
sistemas abertos pode-se destacar a possibilidade de perdas de analitos por
volatilizagdo.*

Nos sistemas fechados de digestdo pode-se utilizar temperaturas mais
elevadas que aquelas usadas nos sistemas abertos por via Umida, uma vez que a
pressdo aumenta de forma significativa no interior dos frascos reacionais, resultando
no aumento da temperatura de ebulicdo das solugdes. A temperatura nesses
sistemas de digestdo pode ser tdo elevada quanto 320 °C, acima da temperatura de
ebulicdo da maioria dos acidos utilizados empregando sistema aberto. O sistema
fechado proporciona uma reducéo nas perdas de analitos por volatilizacdo, além de
evitar possiveis contaminacdes.!

As solu¢des mais utilizadas no preparo de amostras que empregam a via
umida sé@o acidos concentrados como HNOs, H2SO4, HCI, HF entre outros. Dentre o0s
acidos mencionados, o HNOs é o mais utilizado devido a forte oxidagdo da matéria
organica proporcionada pelo uso desse reagente. Quando esse acido nao é
suficiente para oxidar a amostra, costuma-se usar uma mistura com H202 para
aumentar a eficiéncia de decomposi¢do. A combinacdo do H202 ndo € restrita ao

HNO3z podendo ser usada com os demais acidos.!
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Independentemente de o sistema ser aberto ou fechado, a amostra pode ser
aquecida de forma convencional (aquecimento por condugao ou convecgao) ou por
micro-ondas (aquecimento dielétrico). Nos sistemas com aquecimento convencional
o recipiente ou frasco € aquecido antes da mistura reacional, que posteriormente é
aquecida por conducdo. A utilizagcdo de sistemas de decomposicao por radiagéo
micro-ondas foi um grande avanco na area de preparo de amostras. Esta forma de
aguecimento proporciona diversas vantagens quando comparado ao aquecimento
convencional, como: aquecimento uniforme da solucdo e da amostra, seletividade
em relacdo aos materiais que absorvem a radiagcdo micro-ondas (solucéo digestora)
e rapidez. O aquecimento micro-ondas ocorre na mistura reacional
preferencialmente, uma vez que os frascos utilizados nestes sistemas ndo sdo
aquecidos por acdo das micro-ondas. Essa uniformidade e seletividade no
aquecimento micro-ondas fornece uma taxa mais elevada nos procedimentos de
decomposicdo, melhorando a eficiéncia de decomposicéo.?”’

Além das vantagens acima descritas, como o0s frascos utilizados néo
aguecem ao interagir com a radiacdo micro-ondas, pode-se explorar a existéncia de
um gradiente de temperatura no frasco reacional. Enquanto toda solucdo € aquecida
praticamente ao mesmo tempo e de forma rapida, a fase vapor, a qual ndo interage
com a radiacdo, ndo aquece na mesma propor¢do.®1® Uma taxa de aquecimento
muito maior é alcancada quando comparada aos sistemas convencionais, reduzindo
significativamente o tempo de decomposicdo. Além disso, mecanismos relacionados
a atuacdo da radiacdo micro-ondas em reag¢des quimicas ndo sdo completamente
compreendidos e muitos estudos tem se voltado para uma melhor compreensao
deste fendmeno de interacdo e aquecimento da matéria.'1> A associacdo desses
fatores tornou o método de decomposicdo por via Umida assistida por radiacéo
micro-ondas um dos métodos de preparo de amostras mais usados para diversas
matrizes. A possibilidade de trabalhar com temperatura e pressao relativamente
maiores, no que se refere a decomposicdo por via umida em sistema fechado,
representa uma melhora substancial devido ao aumento do poder oxidante dos
reagentes acidos.”12-15

O desenvolvimento tecnolégico de materiais, componentes, sistemas
eletrbnicos e instrumentais permitiu a utilizacdo de energia micro-ondas para o
preparo de amostras. Este mesmo avanco tecnoldgico possibilitou que modernas

instrumentacbes analiticas, corriqueiramente utilizadas para a determinacao
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elementar, fossem capazes de determinar elementos em concentragcbes cada vez
menores. A evolugéo instrumental exige que sejam utilizados menores volumes de
reagentes e, consequentemente, concentracdes menores. Dessa forma, a utilizacéo
de reagentes acidos diluidos tem sido considerada como um meio de extrema
relevancia. Uma forma de usar reagentes diluidos pode ser efetuada pela
combinacdo destes com oxigénio nos métodos de digestdo sem que a eficiéncia de
decomposicdo seja afetada.®'® Tal possibilidade deve-se a uma série de reagbes
gue ocorrem no interior dos frascos de decomposicéo, que resultam na regeneracéo
do &cido e a possibilidade de emprego de solugBes diluidas. Assim, pode-se
alcancar limites de deteccéo cada vez melhores com técnicas analiticas como a
espectrometria de emissédo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES,
do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) e a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), as quais geralmente sao utilizadas
para deteccdo de elementos em concentracdes de pug Lt e ng L, sendo um fator
determinante para o avanco dos métodos.81°

Recentemente, com o objetivo de se obter condicbes mais eficientes para
decomposicdes por via Umida e, dessa forma, o sistema UltraWAVE (Milestone,
Italia) foi desenvolvido. Este sistema pode suportar até 199 bar de pressao e 300 °C
de temperatura maxima. Isso é possivel porque uma cavidade metalica com um
vaso em PTFE abriga os frascos de quartzo ou PTFE, que ficam parcialmente
submersos em uma solugdo absorvedora de radiagdo micro-ondas. Os frascos
possuem tampas com orificios que permitem a equalizacdo da pressdo com a
camara. Antes de iniciar o programa de aquecimento, a camara € pressurizada para
evitar a projecdo das solucdes e, a medida que aquece, evitar perdas de analito por
volatilizagdo. ApO6s o0 aquecimento, os produtos da decomposicdo da matéria
organica sdo dispersos por todo o volume da camara de reacédo, possibilitando a
utilizacdo de maiores massas de amostras sem comprometer a eficiéncia de
decomposicdo.31417 O sistema SRC foi originalmente desenvolvido para ser
pressurizado com gases inertes, como Ar e Na2.

No presente trabalho foi proposto uma forma alternativa de utlizar o sistema
SRC assistido por radiacdo micro-ondas (MAD-SRC). Com o objetivo de avaliar a
influéncia da fase gasosa, bem como a possibilidade de utilizacado de solu¢cdes mais

diluidas de HNOg, o sistema foi pressurizado com diferentes gases (ar, Oz, N2 e Ar),
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para a decomposicado de matrizes organicas e posterior determinagéo de metais por
ICP-OES. A eficiéncia de digestdo foi avaliada através da quantificacdo de carbono
e acidez residuais dos digeridos. Aléem disso, foi feita a otimizacdo dos parametros
de concentracdo da solucdo acida (HNOs) e pressao inicial. Foi avaliado o uso de
tampas modificadas para verificar a troca de gases entre os frascos e a cavidade a
partir da melhora na eficiéncia de decomposicdo das amostras. Ademais, 0
procedimento proposto foi cmparado com um sistema de decomposicao utilizando
forno de alta pressédo e temperatura (HPA, do inglés High Pressure Asher) para
amostra de leite em po integral. A exatiddo foi avaliada através da comparacdo dos
resultados obtidos apds a decomposicdo das amostras por MAD-SRC e HPA e pela
avaliacdo de material de referéncia certificado (CRM, do inglés Certified Reference

Material).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo é apresentada uma breve revisdo da literatura na qual serdo
abordados os aspectos gerais sobre 0s principais métodos de preparo de amostra

por via Umida para posterior determinacdo de metais por técnicas espectrométricas.
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2.1 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA

O rapido desenvolvimento de técnicas analiticas para determinacdo de
elementos em concentracdes de pg L e ng L't ndo é acompanhado por métodos de
preparo de amostras mais rapidos e seguros. Na literatura sdo encontrados
diferentes abordagens na forma com que as amostras podem ser decompostas, a
fim de se obter uma solugdo com os analitos livres, 0 que envolve inUmeras reacdes
guimicas e processos fisicos.'® Desta forma, sdo encontrados termos como:
digestdo, calcinacdo, abertura, mineralizacdo, pré-tratamento, solubilizacao,
dissociacao e decomposicdo. Deste modo, e com a finalidade de padronizar o texto,
o termo decomposi¢do sera empregado, preferencialmente, nesse trabalho.

A maior parte das técnicas de determinacdo de elementos em concentracdes
de pug L't e ng L necessitam que os analitos estejam em solucéo e que, na maioria
das vezes, a solucdo ndo contenha material particulado.'® Assim, quando se
trabalha, em especial, com amostras solidas, é necessario que um método de
preparo de amostra seja aplicado para converter a amostra a uma forma adequada
(normalmente liquida) para ser introduzida no equipamento. Entre os métodos
disponiveis de preparo de amostras com base nas instrumentac¢des analiticas, tipos
de reacdes quimicas envolvidas e forma como se encontram as amostras, pode-se
citar dois principais grupos: os métodos de decomposicéo por via Umida e os por via
Seca.14'19‘21

A decomposicdo por combustdo € baseada na reacao de oxidacdo da matéria
organica na presenca de oxigénio.l®?? Esta reacdo é exotérmica e os produtos
formados a partir da matriz organica sao, principalmente, CO2 e H20. Os analitos
sdo liberados na forma de 6xidos, sulfetos, nitratos, fosfatos, cloretos, etc.! Apesar
de ser uma forma de decomposicdo de diversas matrizes, como petréleo?!2324,
polimeros?>2¢, piche?’, bioldgicas?®3°, plantas®3?, alimentos33, nanotubos de
carbono34, materiais eletronicos®, solo e sedimentos® etc., esse método ndo sera
discutido no decorrer dessa revisao, onde sera dada maior énfase a decomposicéo

por via umida.
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2.1.1 Decomposicdo por via umida

O método de decomposi¢do por via imida com uso de acido oxidante é um
meio comum e muito utilizado no preparo de amostras em geral para determinacao
elementar. Na decomposicdo por via uUmida € utlizado, geralmente, HNO3
concentrado e associacdes deste 4cido oxidante com outros acidos como o HCI, HF,
H2SO4, por exemplo. As amostras sdo submetidas a temperaturas elevadas em
sistemas fechados (180 °C a 320 °C) na presenca de um ou mais acidos, resultando
em reacdes de oxidacdo da matéria organica e solubilizacdo dos analitos em
solugdo.?”*® A eliminacéo da matéria organica ocorre na forma de CO2 e H20. Essa
etapa € importante uma vez que o carbono solluvel presente nos digeridos pode
interferir nas determinacdes de elementos por técnicas como ICP-OES e ICP-MS.
Desta forma, a utilizacdo de um sistema de decomposicdo por via umida que
proporcione baixas concentracbes de carbono residual, risco de contaminagao
reduzido e ndo ocorram perdas de analitos, torna-se fundamental para as técnicas
espectrométricas de determinacdo em concentragées de pg L2 e ng L.

A decomposicdo por via umida pode ser feita em sistemas abertos ou
fechados. Como exemplos de sistemas abertos tem-se os blocos digestores, mufla e
o método de Kjeldhal.>3"3 Para sistemas fechados os fornos autoclaves e micro-
ondas sdo os mais empregados geralmente.13” A definicdo de qual sistema deve ser
preferencialmente utilizado é feita com base em diversos fatores, como por exemplo:
massa de amostra, tipo de amostra, temperatura, pressdo, acidos utilizados,
composi¢do dos frascos, analitos a serem determinados e a técnica a ser utilizada
nas determinagdes.*®

Para os sistemas abertos ha uma limitacdo em relacdo as temperaturas que
podem ser trabalhadas, que esta relacionada com a temperatura de ebulicdo (T.E.)
dos acidos utilizados. O HNOs (65% a 69%, m/m) é o acido mais utilizado, seu
azeotropo formado pela mistura com a agua apresenta T.E. de 121 °C. O H2SOq4
(98%, m/m) € o acido com maior T.E., 339 °C. O HCI apresenta (na forma
azeotropica, 36%, m/m), T.E. de 109 °C. Desta forma, o H2SO4 é muitas vezes
utilizado junto a outros acidos para aumentar a temperatura de ebulicdo da solucéo
e, assim, melhorar a decomposicdo das amostras.! Além disso, existe a
possibilidade de perdas de analitos por volatilizacédo, tais como: F, ClI, Br, I, B, Se,

As, Sb, Ge, Tl e Hg.13°%40 Qutro fator importante é o uso de grandes volumes de
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reagentes, podendo levar a contaminacdo da amostra decomposta e uma elevada
acidez residual.}218 E importante salientar que o uso de misturas contendo
diferentes acidos é feita também para melhorar a solubilizacdo de compostos antes
insollveis, por exemplo compostos refratarios ou silicatos.** Além disso, a massa de
amostra que pode ser decomposta em sistemas abertos é muito superior em relagcéo
a massa de amostra decomposta em sistema fechado.*? Para os sistemas fechados
a maior desvantagem ainda € o alto custo de aquisicdo e manutencdo do
equipamento, em alguns casos ha a necessidade de utilizacdo de &acidos
concentrados e podendo existir risco de explosdo.”#>* Porém, as vantagens
associadas a esse tipo de sistema incluem o uso de temperaturas relativamente
maiores (cerca de 300 °C para sistemas que operam sob alta pressdo)**, aumento
da atividade oxidante dos acidos, menor consumo de reagentes, menores valores de
brancos, bem como a reducdo de perdas de analitos por volatilizac&o.” 16384546
Como o foco desse trabalho é voltado para os sistemas fechados, os quais serdao
abordados nos proximos topicos, a descricdo dos sistemas abertos serdo restritas

ao que foi comentado até o presente momento.3°

2.1.2 Aquecimento convencional

Neste tipo de aquecimento, calor é gerado a partir de uma resisténcia. Desta
forma, o sistema — geralmente um bloco — aquece e, em seguida, o recipiente que
contém os frascos com as amostras. A energia gasta nesse tipo de sistema depende
muito do material e espessura empregados na sua confec¢do. De forma geral, este
tipo de aquecimento envolve grandes quantidades de energia, além de demandar
longos periodos de tempo para o preparo de amostra quando empregado os
métodos por via Umida.’#247-52

Ha& cerca de trés décadas, um sistema de digestdo com utilizacdo de um forno
de alta pressdo e temperatura (HPA, do inglés High Pressure Asher) foi
desenvolvido a fim de facilitar a decomposicdo de amostras que ndo podiam ser
decompostas por outros métodos, sem que ocorressem contaminacfes ou
perdas.”37385354 O sistema consiste em uma autoclave, na qual as amostras sédo

submetidas a uma elevada temperatura e pressao, na presenca, geralmente, de
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acidos concentrados. Para que seja possivel trabalhar em temperaturas
relativamente altas o sistema HPA foi projetado como uma camara de aco muito
resistente a pressdo, o que permite o aquecimento acima da T.E. do acido
empregado. Nesse sistema, uma resisténcia instalada no centro da cavidade aquece
um rotor de aluminio que, por sua vez, aquece os frascos contendo as amostras. A
pressdo e a temperatura maximas que podem ser atingidas neste sistema séo 130
bar e 320 °C, respectivamente. Algumas vantagens desse tipo de sistema estao na
possibilidade de se trabalhar em condi¢cGes de presséo e temperatura relativamente
elevadas e a relativa facilidade de operacdo. J& as desvantagens estdo associadas
ao alto consumo de energia, tempo e a possiveis contamina¢des devido ao material

da cavidade e rotor, os quais sédo metdlicos.37:38:53-56

2.1.3 Aquecimento por radiagcdo micro-ondas

A radiacdo micro-ondas, dada suas caracteristicas de interagdo com a
matéria, proporciona uma forma de aquecimento diretamente na solugdo que
contém a amostra. Esse mecanismo, denominado aquecimento dielétrico, pode ser
explicado com base em dois fendbmenos de interacdo da onda eletromagnética com
a matéria, tais como: (i) rotacdo dipolar, onde ocorre a orientacdo dos dipolos
elétricos do solvente pela onda eletromagnética; e (ii) conducao ibnica, a qual é
responsavel pela migracdo de ions dissolvidos em direcdo aos polos de carga
oposta criada pela incidéncia da radiacéo eletromagnética.>’

O uso de radiacdo micro-ondas, como fonte de energia para aquecimento,
principalmente, em sistemas fechados de decomposi¢do, € bem documentado na
literatura.®®%° O uso dessa fonte de aquecimento traz diversas vantagens guando
comparado ao aguecimento convencional, como: aquecimento localizado, permitindo
maiores taxas de aquecimento; seletividade, através do aquecimento seletivo de
substancias que interagem com a radiagdo micro-ondas; maior uniformidade no
aguecimento devido a interacdo das micro-ondas com a solugcdo e a amostra. Além
disso, quando comparado ao aquecimento convencional, dependendo do material
utilizado nos frascos reacionais, o resfriamento é mais rapido, uma vez que o

aquecimento micro-ondas ocorre seletivamente na amostra e ndo no frasco. Assim,
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um namero maior de amostras podem ser decompostas em um mesmo intervalo de

tempo, quando comparado com o sistema convencional de aquecimento.*0.57.58

2.1.4 Decomposicao por via umida em sistema fechado

Os sistemas fechados tem como principais vantagens oferecer um isolamento
da amostra em relagdo a atmosfera do laboratério, reduzindo os riscos de
contaminacdo ou perdas por volatilizacdo.? A decomposicdo em sistema fechado é
empregada especialmente nos casos onde ha pouca amostra disponivel para este
fim, ou a amostra for resistente as reacdes de oxidacdo empregando acidos
concentrados. O aumento da pressdo € uma consequéncia do aquecimento do
sistema bem como a producdo de gases provenientes da decomposicdo da matéria
organica e formacdo de compostos gasososl?12154950.60 (pxidacdo de matéria
organica com emprego de HNOs gerando H20, CO2 e NOx). Amostras dificeis de
serem decompostas em sistemas abertos, como piche?’, carvdo*’-61 e nanotubos de
carbono??, podem ser decompostas em sistemas fechados.:18:59.62-64

A alta pressdo observada nos sistemas fechados sob aguecimento induz um
aumento na temperatura de ebulicdo da solucdo utilizada. Desta forma, ha um
aumento na acgdo oxidante do acido empregado, favorecendo a decomposicdo de
amostras com estruturas quimicas resistentes a acao dos &cidos em condi¢des de
temperatura e pressdo normalmente empregados.t®® Sistemas que operam até 20
bar séo classificados como de baixa pressédo e, acima de 70 bar sao classificados
como de alta pressdo. No primeiro caso, a baixa pressdo, pode-se atingir uma
temperatura de até 180 °C. Ja para o segundo caso, pode-se atingir uma
temperatura de até 320 °C, dependendo das propriedades mecanicas dos frascos
utilizados.>4°

Todavia, para decomposi¢cdes usando esses tipos de sistemas, geralmente,
utiliza-se somente o HNO3s concentrado para oxidagdo das matrizes organicas. O
uso de outros acidos favorece a solubilizacdo de alguns elementos, podendo ocorrer
a solubilizacdo da matriz também em alguns casos. Ao usar o HCI, acido néo
oxidante e fracamente redutor, tem-se como principal fungcdo a dissolugcdo de

boratos, carbonatos, fosfatos, sulfatos (exceto barita) e Oxidos metalicos,
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normalmente constituintes de amostras inorganicas como solos, sedimentos e
minerais. Sua capacidade em dissolver os 6xidos metalicos é atribuida a capacidade
complexante do ion cloreto, sendo raramente utilizado sozinho nas
decomposicdes.>® O HF, acido fraco, € um excelente complexante, muito eficaz para
amostras ricas em silicatos (por exemplo, minerais) e, normalmente, € usado
associado a outros acidos. Tanto o HCI como o HF quando em excesso podem
trazer complicacdes relacionadas a formacédo de compostos insoluveis ou mesmo de
compostos volateis.>*® Para o H2SO4, acido desidratante, seu uso é feito de forma a
aumentar a temperatura de ebulicAo da solugdo de decomposicdo. Como
desvantagem desse &cido estd a formacdo de sulfatos insolaveis. Além disso, a
dificuldade em purificar este acido € um problema associado a contaminacdo da
amostra para alguns elementos. Além dos acidos, o uso de H202 tem como
vantagem produzir H20 e O2. Este reagente é muitas vezes associado ao HNOs ou
H2S04.5987 As desvantagens em utilizar acidos concentrados estdo no custo destes
reagentes, no tratamento do efluente gerado, no risco de acidentes comprometendo
a integridade do analista e nas excessivas diluicdes dos digeridos para adequar a
solucdo a técnica utlizada, sem que ocorram interferéncia espectrais ou nao
espectrais.’8%° Por isso, diferentes acidos sdo usados em menores concentracoes,
minimizando o0s problemas relacionados a precipitacdo, volatilizacdo ou
contaminacéo.®®

Dentre os sistemas fechados de decomposicdo de amostras, a digestdo por
via Umida assistida por radiacdo micro-ondas (MAD, do inglés Microwave Assisted
Digestion) tem sido amplamente utilizada nos udltimos anos. Dentre os sistemas
utilizados para a MAD, pode-se trabalhar em condi¢cdes de pressao e temperatura
maximas de trabalho de 80 bar e 280 °C, respectivamente.

Mais recentemente, o sistema de decomposicao por via Umida assistida por
radiacdo micro-ondas em camara Unica de reacdo (MAD-SRC) vem sendo utilizado.
Esse sistema apresenta uma cavidade Unica, onde todos os frascos sdo dispostos
em um suporte. Os frascos sao parcialmente submersos em uma solucao acida que
possui diferentes fungbes, como absorver radiagdo micro-ondas, homogeneizar o
aguecimento na camara e proporcionar uma fase gasosa rica em vapor acido. Além
disso, nesse sistema € possivel empregar uma pressao relativamente alta (até 199
bar) nas decomposicbes, 0 que previne possiveis projecoes durante a

decomposicdo e minimiza o risco de contaminacdes cruzadas.'®° Na literatura é
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possivel encontrar trabalhos relacionados a decomposi¢do de amostras de castanha
do Brasil, castanha de caju e nozes,!? leite em p6!* e farmacos!’ utilizando o sistema
SRC.

O emprego de diferentes condicdes de operagcdo (temperatura, pressado e
acidos utilizados) esta relacionado com a eficiéncia de decomposi¢do. Assim, o
proximo item trata da avaliagdo da decomposicao a partir do percentual de carbono
residual (RCC, do inglés Residual Carbon Content) e da acidez residual (RA, do
inglés Residual Acidity), bem como das possiveis interferéncias causadas por estes

fatores.

2.1.5 Eficiéncia de decomposicao

Como forma de avaliar a eficiéncia de um processo de decomposicdo, pode-
se determinar o percentual de carbono orgéanico dissolvido (DOC, do inglés
Dissolved Organic Carbon) que permanece em solucdo apdés a decomposicédo. A
relacdo entre o DOC e o carbono organico total (TOC, do inglés Total Carbon
Content) presente inicialmente na amostra fornece o percentual de carbono residual
(RCC, %). A diferenca entre os valores obtidos de RCC e TOC aponta a eficiéncia
de oxidacdo da matéria organica do método proposto. A presenca de DOC elevado
pode afetar fortemente a intensidade de emissao de linhas espectrais de alguns
elementos em ICP-OES, bem como a populacdo de ions no plasma, sendo que a
magnitude dos efeitos de matriz relacionados ao carbono depende da energia de
ionizacéo e do tipo de linha considerada.®®’® Para as linhas atdmicas com energias
abaixo de 6 eV pode-se observar um decréscimo no sinal analitico, enquanto que
para energias acima de 10 eV ocorre um aumento no sinal analitico.”* Para linhas
ibnicas com energia acima de 10 eV ndo sao observadas influéncias significativas
pela presenca de carbono na solucdo.”* Apenas para linhas idnicas com energias
acima de 14 eV pode-se observar influéncia do carbono.”* A concentracdo de
carbono que afeta os analitos pode variar conforme a linha selecionada de cada
elemento. No entanto, 5 g L sdo suficientes para causar um efeito de decréscimo

ou acréscimo no sinal espectral.”
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A acidez residual (RA), por sua vez, é expressa como a quantidade de acido
nitrico que permaneceu em solugédo apos a decomposicdo da amostra. Ao manter a
concentracdo do acido e a massa da amostra € possivel inferir na eficiéncia do
método de decomposicdo. O aumento da acidez pode ser interpretado como um
excesso de acido presente no digerido. Tal aspecto muitas vezes € levado em
consideracdo para reduzir a quantidade de acido utilizado na digestdo da amostra.
Em outros casos, a RA foi levada em consideracédo para estimar a presenca das
reacOes de regeneracdo do HNO3.5%7273 O efeito causado pela alta concentracéo de
acido é: alteracfes nas propriedades fisicas da solu¢do e mudancas nos fendmenos
de formacao do aerossol, podendo modificar o transporte dos analitos ao plasma no
ICP-OES, levando a uma reducao do sinal de emissdo. Para as determinacfes por
ICP-MS, os efeitos causados podem ser mais pronunciados, resultando em
ionizacdo retardada de analitos e formacédo de espécies poliatdmicas.58 7279

A eficiéncia de decomposi¢cdo pode ser avaliada através do RCC e da RA.
Porém, a extensdo da oxidacdo da matéria organica esta relacionada com a
pressdo, temperatura e reagentes empregados nas decomposi¢cdes. Assim, 0

proximo item trata da relagé@o entre os acidos empregados na decomposicao.

2.1.6 Uso de acidos na decomposi¢do por via umida

O HNOs (para solugéo 69% - mistura azeotropica com agua, T.E. 121,0 °C) &
um agente oxidante forte, que possibilita a dissolucdo da maioria dos metais,
formando nitratos sollveis. Este &cido é o mais utilizado para a oxidacdo da matéria
organica. Quando este é utilizado na forma diluida (abaixo de 2 mol L), sua acédo
oxidante € reduzida. O uso de peroxido de hidrogénio pode aumentar a acao de
oxidacdo da matéria organica. Isso é possivel devido a liberacdo do oxigénio
presente na molécula destes compostos para o meio reacional.'*67.80-82 pode-se,
ainda, usar o aumento da presséo e temperatura a fim de favorecer a acao oxidante.
Mas, a maior vantagem na utilizacdo deste acido € a composi¢cado quimica (H, N e
0), que apresenta elementos quimicos 0s quais néo interferem nas determinacoes

por técnicas espectrométricas.212,59.83-85
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O HCI (12 mol L a 36%, T.E. 109 °C), ndo é considerado oxidante e, por
esse motivo, € muito utilizado em métodos que ndo envolvem a decomposicéo
completa da matriz. Entretanto, dissolve prontamente alguns boratos, sulfetos,
fosfatos e carbonatos de metais, peréxidos e hidroxidos de metais alcalinos.! Para
Fe, Ga, In e Sn é possivel formar cloreto em certas condi¢gdes, as excecdes sao 0s
cloretos de Al, Si, P, Cu, Ge, As, Pd, Ag, Sb, Pt, Au, Hg, Tl e Bi que ndo sao solluveis
ou sao muito pouco soluveis. Frequentemente é utilizado com outros acidos, o que
aumenta significativamente suas propriedades redutora e complexante. 8687

O HF (38%, mistura azeotrépica com agua) € um complexante forte.
Comumente empregado em analise inorgéanica, por conseguir dissolver silicatos, sua
capacidade de complexacéo evita a formacao de produtos moderadamente soluveis
de varios metais, além de aumentar a solubilidade e estabilidade desses elementos.
Fluoretos de terras raras, lantanideos e actinideos séo insollveis.>® A combinacgéo
com outros acidos (HNOg) favorece a dissolucéo dos ions. Além disso, o HF reage
com elementos que formam oxidos refratarios, impedindo-os de formarem seus
respectivos 6xidos.%288-91

O H20:2 € um agente oxidante ndo &cido, sua T.E. em soluc¢des de 30% e 50%
m/m é de 106 °C e 114 °C respectivamente, ambas a pressado de 1 atm. O uso do
H202 como agente oxidante pode ser feito sem a presenca de 4cidos, no entanto, ao
utilizar meio acido seu poder de oxidacdo aumenta significativamente. Combinando
0 H202 com H22SOs4 tem-se o acido peroxodissulfurico (H2S20s) e o
peroxomonossulftrico (H2SOs) considerado oxidante forte e muito reativo.67:92.93

Além dos &cidos mencionados anteriormente, formas alternativas de
decomposicdo podem ser empregadas para viabilizar a oxidacdo da matéria
organica com reducdo na quantidade de reagentes, sem que a eficiéncia de
decomposicdo seja comprometida. Como exemplo; pode-se citar o uso de mini-
frascos, a digestdo em fase vapor e o emprego de acidos diluidos no preparo de
amostras assistidos por micro-ondas. Essas formas alternativas de decomposicéo

serdo abordas em maiores detalhes nos préximos topicos do texto.
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2.1.7 Emprego de HNOs3 diluido para o preparo de amostras

O uso de &cidos concentrados para o preparo de amostras surgiu com 0
desenvolvimento dos métodos por via mida em meados do século XIX.1:%* Apesar
disso, somente mais recentemente o0 emprego de acidos diluidos para as
decomposicdes comecou a ser feito.>1?

Em parte, isso esta relacionado ao desenvolvimento de equipamentos
capazes de suportar altas temperaturas e pressfes, 0S quais proporcionam
condicbes de operacdo mais seguras, rapidas e eficientes. Convencionalmente,
emprega-se acidos concentrados para a decomposicdo de amostras que
apresentam resisténcia a outras formas mais brandas de preparo. O uso de acidos
concentrados requer mais cautela durante operacdo, aléem da necessidade de
diluicbes para a determinacdo do(s) analito(s), consumindo um grande volume de
reagentes e, consequentemente, gerando um grande volume de residuos, indo em
desacordo com principios da quimica verde.!

A utilizacdo de sistemas fechados, os quais possibilitam trabalhar em
elevadas temperaturas e pressdes, permite o uso de solucdes diluidas para a
decomposicdo de amostras organicas, mesmo estas solu¢des 4cidas apresentando
menor poder oxidante.>'26% Para que seja possivel manter a eficiéncia de
decomposicao durante toda a etapa de decomposicdo, € necessario que o reagente
(acido oxidante) esteja presente na solucdo. Desta forma, ao empregar altas
pressbes e temperaturas, a matéria organica é decomposta formando como
produtos CO2, NO e H20, como mostrado na Equacao 1. O NO formado reage com
moléculas de O2 presentes na atmosfera do frasco reacional dando origem ao NO:2
(Equacédo 2). Esse ultimo é absorvido pela solugcdo e em contato com H20, forma
HNOs e HNO2 (Equacgéo 3). Essa sequéncia de reagdes faz com que o HNO3s gasto
na oxidacdo da matéria organica seja recuperado e retorne a solugéo, reiniciando o
ciclo de oxidagdo da matéria organica. A decomposicdo do HNO:2 (Equacéo 4),
fornece H20, NO2 e NO, os quais reiniciam o ciclo reacional de regeneragédo do
HNOs (Equacgdes 1 — 3).

(CH2)n + 2 HNO3(aq) — CO2(g) + 2 NO(g) + 2 H20¢) Eqg. 1
2 NO(g) + O2(g) — 2 NO2(g) Eqg. 2
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2 NO2(g) + H20() — HNO3(ag) + HNO2(aq) Eqg. 3
2 HNO2(ag) — H20¢) + NO2@g) + NO(g) Eqg. 4

Como mostrado na Equacao 2, existe uma dependéncia das reacbes
apresentadas com a quantidade de Oz presente no frasco reacional. Portanto, pode-
se inferir que um aumento na concentracdo de O: ir4 favorecer ainda mais a
formacdo de NO2z, o qual ird deslocar o equilibrio da reacdo para a formagédo de
HNOs. Além disso, um gradiente de temperatura no frasco reacional é fundamental
para que ocorra a formacédo do HNO3.>8 Esta dependéncia em relacdo ao gradiente
de temperatura do frasco reacional € associada a condensacdo da fase vapor na
parte superior que encontra-se ligeiramente mais fria, a qual possibilita a interacao
das moléculas de NO2 e H20.5 Estes dois fatores — Oz e gradiente de temperatura —
guando associados permitem a regeneragdo do HNOs em maiores quantidades. A
auséncia de matéria organica encerra a regeneracdo do HNOs, uma vez que esta
para de ser consumida (Equacgédo 1) e de formar NO na reagdo.®> Assim, é possivel
utilizar solu¢des mais diluidas e obter resultados satisfatorios em relacéo a eficiéncia
de decomposicdo.>1289 O proximo tépico apresenta a relacdo da pressurizacdo
com ar atmosférico e Oz e a eficiéncia da decomposi¢cdo usando solugdo de HNO3
diluido e H20:2.

2.1.8 A eficiéncia da decomposi¢cdo usando solucdo de HNOz3 diluido e o efeito

de reagentes auxiliares

Nos procedimentos de decomposicdo deve-se levar em conta que a
atmosfera contém cerca de 21% (v/v) de 02.%%97 A atmosfera, dentro de um frasco
de decomposicédo fechado e antes de ser submetido ao aguecimento, esta préximo a
1 bar. Assim, um recipiente que possua um volume interno de 0,09 L, tera cerca de
0,78 mmol de Oz (0,025 g de Oz, a 20 °C, segundo a equacdo van der Waals).%’
Apesar disso, esta quantidade de oxigénio é muito baixa para colaborar
efetivamente com a decomposicéo da matéria organica empregando HNO3 diluido.%®
Nos sistemas fechados, o uso de maiores quantidades de O2 com HNOs3 diluido é
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favoravel para decomposicdo de matriz organica. Entretanto, a limitacdo esta na
guantidade de O2 presente, ou seja, 0 volume do frasco limita a quantidade de Oz
que pode ser usada.l 91042

Com base nas reacdes de regeneracdo do HNOs e no avancgo instrumental
capaz de proporcionar equipamentos com maior resisténcia fisica e quimica,
praticas para intensificar a reacdo de regeneracdo do HNOs tornam-se possiveis
como, por exemplo, a pressurizagcdo dos frascos reacionais com O2. Outra
possibilidade para a regeneracdo do HNOs é a utilizacdo de H202 como reagente
auxiliar. A degradagéo deste composto libera Oz e H20, desta forma, o Oz liberado
reage conforme descrito anteriormente (Equacéo 2) proporcionando condi¢des para
que ocorra a regeneragdo do HNOs. A reagdo mostrada na Equagdo 5 também
ocorre na solugdo, onde o HNO:2 é oxidado a HNOs, potencializando ainda mais a

acdo oxidante do HNO3.8:9:14.67.81,98

HNO2(aq) + H202(aq) — HNO3(g) + H20) Eqg. 5

A acidez residual pode aumentar com o aumento de O2 disponivel. Pode-se
inferir que a quantidade de acido necesséria para a decomposicdo da amostra seja
menor na condicdo de maior pressdo de Oz (em sistema fechado), o que leva a um
valor maior de acidez, quando comparado com uma decomposi¢cado sem a utilizacéo
de atmosfera rica em Oz (1 atm, 21% O2). Quando a digestao foi feita com o sistema
inicialmente pressurizado com Oz, mesmo com a utilizagdo de HNOs diluido a
eficiéncia de decomposicao foi praticamente a mesma. Com isso, pode-se supor que
0 aumento da acidez esta relacionado com a regeneracdo do mesmo pelo excesso
de oxigénio presente no sistema reacional.8°8.99-101 Assim, a utilizacdo de &cido
diluido e a sua regeneracao sdo condicionados a presenca de Oz na fase gasosa do
frasco reacional.

Assim, a presencga de Oz devera melhorar a eficiéncia de decomposi¢édo de
amostras organicas complexas, mesmo com uso de HNOs diluido, uma vez que
haverda a formacédo significativa de NO2, responsavel pela regeneracdo do HNOs,
conforme as Equacdes 2 a 4. Desta forma, o uso de HNO3s concentrado ndo sera

necessario para que ocorra uma digestao eficiente.
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Semelhante ao uso da pressao de Oz, uma solucao de peréxido de hidrogénio
(H202 50 %, T.E. 114 °C, d 1,44 g mL1)1% fornece Oz para o meio reacional a partir
da decomposi¢do da molécula de H202 em Oz e H20. A associagcdo de H202 com
acidos aumenta o poder oxidante®%1° e melhora o processo de digestdo da matéria
organica.645102 O efeito do uso de H202 é semelhante ao de Oz, podendo estar
relacionado as reacdes de oxidagdo para a regeneracdo do HNOs em fase gasosa,
como também, reacGes de oxidacdo de HNO: para HNOz em fase liquida.®' A
reagdo em fase liquida do H202 deve aumentar a acidez residual no digerido pois a
liberacdo de maior quantidade de O2 favorece a regeneracédo do HNOs*>®° que por
sua vez, melhora a eficiéncia de decomposicdo de amostras organicas.'%

Com base no que foi exposto até o momento, percebe-se a importancia em
reduzir a quantidade de reagentes utilizados, sem comprometer a eficiéncia da
decomposicéo. No presente trabalho foi avaliado a decomposi¢cdo de amostras de
linhaca, figado bovino, leite em poé integral e salsa utilizando o sistema SRC com
emprego de Ar, Nz, ar comprimido e Oz como fase gasosa e 0 uso de HNOs diluido.
A determinacdo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Sr e Zn foi feita por ICP-OES. A
massa de amostra utilizada nos experimentos foi mantida em 250 mg. A influéncia
da composicéo da fase gasosa foi avaliada para os gases Ar, N2, O2 e ar comprimido
nas pressoes entre 20 e 50 bar. Frascos e tampas modificadas foram empregadas
para verificar a influéncia da fase gasosa e de vapor na eficiéncia de digestdo das
amostras de alimentos no sistema MAD-SRC e comparativamente foram feitas
decomposic¢des utilizando o sistema HPA com a utilizagdo de HNO3 diluido e H202
para amostras de leite em po integral. A seguir sdo descritos os materiais e métodos

utilizados no presente trabalho.



3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sao descritos 0s equipamentos, materiais, reagentes e amostras
utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sdo apresentados os
procedimentos empregados e as otimizacdes feitas para a avaliacdo dos gases ar,
02, N2 e Ar para a decomposicdo das amostras por via umida assistida por radiacado
micro-ondas em camara unica de reacdo (MAD-SRC). Posteriormente, é descrito o
método de digestao por via iumida em forno de alta pressao e temperatura (HPA) por
aguecimento convencional, o qual foi usado como método comparativo. Ademais,
sdo mostradas as condi¢cdes experimentais utilizando frascos de quartzo com maior
volume no sistema MAD-SRC e 0 uso de acido nitrico e peréxido de hidrogénio no

sistema HPA.
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3.1 INSTRUMENTACAO

Para a decomposicdo das amostras por via Umida assistida por radiacao
micro-ondas em camara Unica de reacdo (MAD-SRC) foi utilizado um sistema micro-
ondas (modelo UltraWAVE®, Milestone, Sorisole, Italia), com possibilidade de operar
sob elevadas temperaturas e pressdo. O forno € equipado com uma camara unica
de reacao de aco inoxidavel, contendo um frasco de politetrafluoretileno (PTFE) com
capacidade de 900 mL e um rotor para até 15 frascos (capacidade individual de 15
mL). O sistema permite utilizar temperatura, pressao e poténcia maximas de trabalho
de 275 °C, 160 bar e 1500 W, respectivamente. O resfriamento € feito através da
passagem forcada de agua (préxima a 10 °C) por um Chiller (modelo Smart H150-
1000, LabTech, Hopkinton, Estados Unidos). Uma modificagcdo no sistema foi feita a
fim de avaliar a influéncia das fases vapor e gasosa na decomposi¢cdo empregando
3 frascos de quartzo com capacidade individual de 90 mL. Nesse caso, empregou-se
3 frascos, um com tampa selada, um com tampa com orificio e um frasco sem
tampa. Para a digestao por via umida em forno de alta presséo e temperatura (HPA,
do inglés High Pressure Asher, Anton Paar, Graz, Austria) foi utilizado um forno com
agquecimento convencional equipado com um rotor com capacidade maxima de 5
frascos de quartzo (capacidade individual de 90 mL). O sistema possui temperatura
e pressdo maximas de trabalho de 320 °C, 130 bar. Os parametros de temperatura
e pressdo foram monitorados, durantes os procedimentos, pelos sensores
disponiveis em cada equipamento.

As amostras foram liofilizadas com o auxilio de um liofilizador (modelo LH
2000/3, Terroni Fauvel, Sdo Carlos, Brasil) e, em seguida, cominuidas, durante um
minuto, em moinho de trituracdo por impacto (modelo A 11 basic, IKA, Staufen,
Alemanha).

O tamanho de particula foi determinado para as amostras de figado bovino,
leite em pé integral, linhaca e salsa a partir do uso de um analisador de particulas
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

A determinacéo de acidez residual nos digeridos foi feita com a utilizacdo de
um titulador automatico (modelo Titrando 836, Metrohm, Herisau, Suica) equipado
com um agitador magnético (mdodulo 803 Ti Stand, Metrohm), uma bureta de 20 mL
(Dosino 800, Metrohm) e um eletrodo de pH de vidro combinado para meio aquoso



Materiais e Métodos

(LL Electrode Plus, modelo 6.0262.100, Metrohm). Para os valores de RA relaciona-
se o valor inicialmente contido no frasco com o valor obtido ap6s a digestdo. Assim,
o valor inicial € considerado sempre como sendo 100% para efeito de comparacao.
A determinacdo de metais, bem como de carbono, foi feita utilizando um
equipamento de espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado - ICP-OES (modelo Optima 4300 DV, Perkin Elmer, Shelton, Estados
Unidos) com configuracdo axial, camara de nebulizacao ciclénica (Glass Expasion,
West Melbourne, Australia), nebulizador pneumatico do tipo GemCone e tocha com
tubo injetor de quartzo com 2 mm de diametro interno. Para a determinacgao de C, foi
utilizado itrio (1 mg L) como padrdo interno e os digeridos foram previamente
submetidos a um fluxo de argénio (0,1 L min* por 2 min) para remocdo de gases
dissolvidos. Para os valores de RCC foi considerado o valor inicialmente contido na
amostra, determinado por andlise de carbono organico total (TOC), com o valor do
carbono obtido apds a digestdo. O valor inicial de carbono é considerado sempre

como sendo 100% para efeito de comparacao.

Na Tabela 1, estdo mostradas as condi¢cdes operacionais utilizadas para a
determinacao de Ba, C, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr, Zn e Y por ICP-OES.

Tabela 1. CondigOes operacionais para a determinagédo de metais e C por ICP-OES.

Parametros ICP-OES
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Vazéo do gas principal (L min?) 15,0
Vazdo do gas auxiliar (L min) 0,20
Vazéo do gas de nebulizagdo (L min?) 0,70
Céamara de nebulizacdo Ciclénica
Nebulizador GemCone
Vista Axial
Analito Comprimento de onda (nm)

Ba (II) 233,527
c(® 193,091
Ca (Il 393,366

Cu (1) 327,393
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Fe (Il) 238,204
K (1) 766,490
Mg (11) 280,271
Mn (I1) 257,610
Na (1) 588,985
Sr (1) 421,552
Zn (Il) 202,548
Ya (Il 371,029

a Padrédo interno para determinacéo de carbono
() Linha atémica

(1) Linha iénica

3.2 MATERIAIS, REAGENTES E AMOSTRAS

A agua utilizada em todos os experimentos foi primeiramente destilada, em
seguida, deionizada em uma coluna de troca i6nica (condutividade maxima de 0,6
uS cmt) e, posteriormente, purificada em um sistema Milli-Q® (modelo Milli-Q®,
Gradient System, Millipore, Billeria, Estados Unidos) com resistividade minima final
de 18,2 MQ cm.

As pressurizagdes dos sistemas utilizados para digestdo das amostras (SRC
e HPA) foram feitas com os gases O2 99,6%, N2 90,0% ou Ar 99,998% de alta
pureza (White Martins, Sdo Paulo, Brasil). Além disso, o Ar foi utilizado para geracao
do plasma no equipamento de ICP-OES.

Acido nitrico concentrado P.A. (65%, 1,4 kg L%, Merck, Darmstadt, Alemanha)
e &cido cloridrico concentrado P.A. (37%, 1,19 kg L1, Merck), foram bidestilados em
sistema de destilacdo de quartzo (modelo duoPUR, Subboiling Distillation System,
Milestone, Bergamo, lItalia) abaixo de suas respectivas temperaturas de ebulicao.
Peréxido de hidrogénio (50%, 1,19 mg L' a 20 °C, Merck) foi utilizado nas
decomposic¢des no sistema HPA.

A solucdo de calibracdo utilizada em ICP-OES para a determinagédo de
carbono foi feita a partir de uma solucdo estoque 1001 + 12 mg L previamente

preparada a partir da dissolucéo de acido citrico (Vetec, Brasil) em 5% HNOs. Para a
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determinacdo de metais foi utilizada uma solugdo de referéncia multielementar
(SCP33MS, 10 mg L%, SCP Science, Quebec, Canadd) diluida em HNO3 5%.

Para avaliar a exatiddo do método proposto foram utilizados os materiais de
referéncia certificados (CRM’s) NIST 8433 — Corn Bran, farinha de milho; NIST 8435
— Whole Milk Powder, leite em pé integral, e, NIST 1577 — Bovine Liver, figado
bovino.

A otimizacdo do sistema proposto, foi feita com utilizacdo de amostras de
figado bovino, leite em pé integral, linhaca e salsa adquiridas no comércio local de
Santa Maria — Rio Grande do Sul. O tratamento das amostras & descrito em
Materiais e Métodos, item 3.4.1 (Decomposicao por via umida assistida por radiacao

micro-ondas em camara unica de reacao (MAD-SRC)).

3.3 PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

Previamente, todo o material e a vidraria comuns de laboratorio, foram
lavados e descontaminados por imersdo em HNO3 10% (v/v) por um periodo de 24 h
e lavados com agua imediatamente antes do uso. Ademais, os frascos de quartzo,
suporte e tampas utilizados nas decomposi¢cdes nos sistemas MAD-SRC e HPA,
foram descontaminados com HNOs através de uma programacao de aquecimento
Nnos seus respectivos sistemas, o0 qual consistiu uma etapa de rampa de
aguecimento de 15 min até 250 °C, uma etapa de permanéncia de 15 minutos a 250
°C. Os frascos, suporte e tampas foram lavados com agua antes do seu uso. A
etapa de descontaminacao foi realizada apds as decomposi¢des. A pressurizacao
inicial no sistema MAD-SRC e HPA foram de 20 bar e 50 bar de Ar,

respectivamente.

3.4 PREPARO DE AMOSTRA

As amostras de leite em po integral, linhacga, figado bovino, salsa e CRMs
foram submetidos a decomposi¢cdo em diferentes sistemas e condi¢cfes, 0s quais

sao descritos a sequir.
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3.4.1 Decomposicao por via Umida assistida por radi  acdo micro-ondas em

camara unica de reacdo (MAD-SRC)

As etapas envolvidas na digestdo com o sistema MAD-SRC sdo mostradas na
Figura 1. Inicialmente o sistema esta aberto e os frascos sao colocados no seu
interior. A seguir, o sistema é fechado e da-se inicio a pressurizagcdo. Uma vez
pressurizado todo o sistema, liga-se o aquecimento por MW. Por fim, é feita a

despressurizacdo do sistema e retirada do rotor com os frascos reacionais.

Sistema aberto Sistema fechado Pressurizagéo Digestéo edpressurizagdo

Figura 1. Representacdo das etapas envolvidas na digestdo de amostras usando o sistema
SRC (UltraWwAVE).

7z

Na Figura 2a é
frasco reacional de PTFE, foram adicionados 130 ml de H20 e 5 mL de HNOs (14,4

mostrada uma imagem do sistema UltraWAVE no qual, ao

mol L) (Figura 2b), sendo introduzido na cavidade metdlica do forno (Figura 2c).
Posteriormente, foram pesados 250 mg de amostra em cada frasco de quartzo (total
de 15 frascos com volume de 15 mL cada), onde foram adicionados 6 mL de HNO3
(0,1, 0,5, 1, 2 ou 3 mol L1). Os frascos foram, entéo, fixados no rotor e, em seguida,
inseridos na camara unica de reacéo do sistema (Figura 2d). A seguir, 0 sistema foi
fechado manualmente, dando inicio a pressurizagcdo com ar, Oz, N2, ou Ar. Uma
etapa adicional foi requerida somente para as digestdbes com pressuriza¢cdo com Oz,
onde os frascos com amostra e solugéo digestora foram previamente aguecidos em
banho-maria a fim de umedecer e solubilizar toda a amostra (Figura 2e). Cabe

salientar que a parede do frasco ndo pode conter residuos ou particulas da amostra.
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Este procedimento de pré-tratamento € imprescindivel para minimizar a
possibilidade de ignicdo da amostra em uma atmosfera rica em oxigénio com
aguecimento por micro-ondas, o que poderia causar uma explosdo. Assim, logo
apos esta etapa, os frascos de quartzo foram fixados no rotor e inseridos na

cavidade do sistema (Figura 2f).

Figura 2. a) Sistema UltraWAVE; b) frasco unico de reacao (900 mL) com adicdo de 130 mL
de H,O e 5 mL de HNOs (14,4 mol L?); ¢) visdo frontal/superior do sistema SRC;
d) vista fronta do sistema SRC com rotor e frascos posicionados; e) rotor com
frascos de quartzo e amostras apdés banho-maria (etapa de umidificacdo das
amostras); f) posicionamento do rotor com frascos e amostras no sistema SRC,

vista superior/lateral.

O programa de irradiacdo utilizado no sistema MAD-SRC foi: i) rampa de 15
min até 270 °C, ii) permanéncia de 10 min a temperatura de 270 °C e iii)
resfriamento até atingir a temperatura de 50 °C, onde € iniciada a despressurizacao

da cavidade.
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Ao término da decomposicdo, os digeridos foram transferidos para frascos
volumétricos e aferidos com agua. A decomposicao por MAD-SRC foi feita para as
amostras de leite em po integral, linhaca, figado bovino, salsa e CRM's e, ap0s as
decomposicdes, os digeridos foram submetidos a determinacdo elementar por ICP-
OES (C e metais) e acidez residual por titulometria de neutralizag&o.

Na decomposicao por MAD-SRC, foram avaliados os parametros de tipo e
pressdo do gas de 20, 30, 40 e 50 bar para N2, Ar, ar ou Oz como gas de
pressurizacdo ou reagente auxiliar (nesse caso, somente o Oz e 0 ar sao
considerados reagentes auxiliares). Foram avaliadas as temperaturas de 180, 210,
240 e 270 °C. Além disso, foi avaliada a concentracdo de HNOs (0,1, 0,5, 1, 2 e 3
mol L), o uso de tampas de PTFE modificadas e a auséncia de tampas nos frascos
de quartzo. Por fim, foi verificado o volume de solucdo restante nos frascos
modificados apdés cada decomposicdo, com as diferentes pressdes iniciais dos
gases. A massa de amostra foi mantida fixa em 250 mg para todos 0s experimentos.

Os procedimentos estdo descritos nos itens seguintes.

3.4.1.1 Avaliagdo da temperatura e composicdo da fase gasosa nha
decomposicdo de leite em poé integral por decomposi¢cdo por via Umida
assistida por radiacdo micro-ondas em camara uUnica de reacdo (MAD-
SRC)

A avaliagdo consistiu em verificar o comportamento do sistema frente a
utilizacdo de oxigénio e a eficiencia da decomposicdo variando a temperatura de
decomposicdo das amostras. Temperaturas de 180, 210, 240 e 270 °C foram
utilizadas para decompor leite em po integral. Para este estudo, foram utilizados ar
(20% 0O32), O2 e N2 na decomposicao por MAD-SRC. As pressurizagdes foram feitas
com 20 bar a temperatura inicial de 25 °C.

Cabe ressaltar que, as avaliacdes foram feitas seguindo o0 mesmo programa
de irradiacdo para todos os testes. Ao término de cada decomposicdo, o teor de
carbono residual (RCC), a acidez residual (RA) e os metais dos digeridos finais

foram determinados.
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3.4.1.2 Avaliagcéo da presséo de O2, N2 ou Ar como composicao da fase gasosa
na decomposi¢cdo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas em

camara unica de reacdo (MAD-SRC)

A avaliacdo consistiu em verificar a eficiéncia da decomposicdo variando a
pressédo interna do sistema. Para este estudo, foram utilizados O2, N2 ou Ar na
decomposicéo por MAD-SRC. As pressurizacfes foram feitas em 20, 30, 40 e 50 bar
a temperatura inicial de 25 °C.

Os gases foram avaliados com base na decomposicao de leite em po integral
como amostra de estudo e otimizacdo dos parametros. Ao término de cada

decomposicéo, RCC e RA dos digeridos foram determinados.

3.4.1.3 Avaliacédo do uso de tampas modificadas na decomposi¢cado por via imida
assistida por radiacdo micro-ondas em camara unica de reacdo (MAD-
SRC)

Foi avaliada a influéncia da utilizacdo de tampas modificadas com 1 ou 3
orificios, tampa normal (N, original do sistema) e frasco sem tampa na
decomposicdo por MAD-SRC. Para estes estudos, foram produzidas tampas em
PTFE semelhantes as disponiveis comercialmente para o sistema de MAD-SRC.
Estas tampas possuem 1 ou 3 orificios com diametro especifico de 6 mm cada
orificio, como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3. Tampas utilizadas na avaliacdo do sistema SRC. Sequéncia: (N) tampa normal;

(1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3 orificios; e (S) sem tampa.
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Com o emprego das tampas mostradas na Figura 3, os frascos apresentam
um diametro de orificio de 1,5 mm para tampa normal, 6 mm para cada orificio nas
tampas com 1 e 3 orificios e 14,0 mm para o frasco sem tampa.

ApoOs as decomposicdes, os digeridos foram avaliados segundo o volume de
solucéo restante nos frascos e, posteriormente a isso, RCC, RA e a determinagéo de

metais.

3.4.1.4 Avaliacdo do efeito da concentracdo de HNOs sobre a eficiéncia de
decomposicdo por via umida assistida por radiagdo micro-ondas em

camara unica de reacdo (MAD-SRC)

Para este estudo, foi empregado &cido nitrico (6 mL), nas concentra¢gfes de
0,1, 0,5, 1, 2, e 3 mol L. Inicialmente, os testes foram feitos utilizando 250 mg de
leite em po integral. A melhor condic&o foi aplicada para as outras amostras a fim de
verificar as demais variaveis do sistema. Neste estudo, o programa de irradiacdo
utilizado foi conforme descrito anteriormente em Materiais e Métodos, item 3.4.1
(Decomposicdo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas em camara unica
de reacdo (MAD-SRC)). Ap6s a decomposicdo e avaliagdo do seu volume final, os

digeridos foram submetidos a determinacdo de RCC e RA.

3.4.1.5 Decomposi¢cdo por via Umida assistida por radiagcdo micro-ondas em

camara unica de reacdo (MAD-SRC) com frascos modificados

Comparativamente, nas Figuras 4a e 4b, podem ser vistos trés frascos do
sistema HPA, os quais foram adaptados no sistema SRC para avaliar a influéncia da
fase gasosa no sistema UltraWAVE. Para essa avaliacdo, 250 mg de leite em pé
foram pesados e colocados em cada frasco. Apds, 6 mL de solucdo de HNOs 1,0
mol L foram adicionados. Um dos frascos foi fechado, com tampa de quartzo e fita
de PTFE. Em outro frasco foi colocada apenas com uma tampa de PTFE, a qual
possui um pequeno orificio (d < 1 mm), possibilitando a troca de gases. Por fim, um
dos frascos ficou aberto, tendo total interacdo da solucdo com a fase gasosa. Os

gases empregados nestes testes foram O2 (50 bar) e N2 (20 e 50 bar).



Materiais e Métodos

Figura 4. a) vista superior da cavidade do sistema SRC com trés frascos reacionais
adaptados e, b) vista ampliada da cavidade do sistema SRC com os trés frascos
reacionais adaptados.

3.4.2 Procedimento de decomposi¢cdo em meio acido em sistema de alta

pressao e temperatura (HPA)

Para este procedimento, a amostra foi pesada e, posteriormente, transferida
para os frascos previamente descontaminados, sendo adicionados 6 mL de solucéo.
As solucbes utilizadas estdo descritas em Materiais e Métodos, item 3.4.2.1
(Avaliacao do efeito da concentracdo de HNOs sobre a eficiéncia de decomposicdo
em sistema de alta presséo e temperatura com aquecimento convencional (HPA)).
Apés, os frascos foram fechados com uma fita de PTFE e tampa de quartzo e, na
sequéncia, foram colocados no rotor que foi inserido na cavidade metalica. Por fim, o
sistema foi fechado manualmente e pressurizado com um gas inerte (50 bar de Ar
ou N2). O volume de 6 mL, colocado em cada frasco de quartzo, foi estipulado para
as digestdes com base nos demais experimentos feitos neste trabalho. Cabe
ressaltar que o volume de H20: adicionado ndo alterou a concentragdo do &cido
nem o volume final de solucdo. Na Figura 5a é mostrado o sistema HPA, rotor de
aluminio com os frascos de quartzo (Figura 5b), controlador de temperatura do HPA
(Figura 5c¢) e frascos com amostras e 6 mL de solucéo (Figura 5d).

29



Materiais e Métodos
30

Frasco de
guartzo

Rotor de
aluminio

—

Figura 5. a) vista frontal do sistema HPA,; b) vista superior da cavidade com rotor e frascos
fechados do sistema; c¢) controlador do sistema HPA e d) suporte com frascos de
guartzo contendo 3 frascos com amostra e solucdo digestora e 2 com solucdo

digestora (branco).

O programa de irradiagéo utilizado no sistema HPA foi: i) rampa de 15 min até
270 °C ou 320 °C a 1600 W, ii) permanéncia de 10 min a temperatura de 270 ou 320
°C e iii) resfriamento até atingir a temperatura de 30 °C, onde é iniciado a
despressurizacdo da cavidade manualmente. Além disso, no sistema HPA, foram
avaliados os parametros de pressao inicial do gas a 50 e 70 bar para No.

Ao término da decomposicdo, os digeridos foram transferidos para frascos
volumétricos e aferidos a 20 mL com &agua. Os digeridos foram submetidos a
determinacao elementar por ICP-OES, RCC e RA.
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3.4.2.1 Avaliacdo do efeito da concentragdo de HNOs sobre a eficiéncia de
decomposicdo em sistema de alta pressdo e temperatura com

aquecimento convencional (HPA)

Para efeito de comparacéao, foi empregado HNO3s nas concentracfes de 1 e
7 mol L* e volumes de 0,1 e 0,9 mL de H202 50%. Para estas avalia¢gGes, foram
utilizados 250 mg de leite em poé integral, temperatura de 270 °C e 320 °C e,
pressao inicial de 50 bar de N2. Posteriormente, os CRM’s NIST 8433 — Corn
Bran e NIST 8435 — Whole Milk Powder foram decompostos na melhor condicéo
encontrada. O programa de aquecimento utilizado para todos os testes esta
descrito no item 3.4.2 (Procedimento de decomposicdo em meio acido em
sistema de alta pressédo e temperatura (HPA)).

ApOs cada decomposicdo, os digeridos foram transferidos para frascos
volumétricos onde foram aferidos a 20 mL com agua. Apos, foram determinados
0 RCC e a RA.

Na Figura 6 é mostrado um resumo dos métodos de preparo de amostras
empregados para a decomposicao das amostras de leite em po integral, salsa,

figado bovino e linhaca, bem como os parametros no método proposto.
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METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA

Referéncia Proposto
METAIS
M ET~A|S _M~ETA|S Decomposic¢ao por
Decomposi¢éo por HPA Decomposi¢éo por MAD-SRC MAD-SRC
Massa de amostra Massa de amostra Massa de amostra
- 250 mg - 250 mg - 250 mg
T
| I
Solugao de decomposicéo (6 mL) ] )
Solugdo de decomposicéo (6 mL) Solugdo de decomposicao (6 mL)
- HNO3; 1e 7mol Lt
-HNO;3; 14,4 mol L1 -HNO3;0,1,0,5,1,2,3e 14,4 mol L1
- 0,1e0,9 mLdeH,0, 50% | I
T
Programa de aquecimento Programa de aguecimento e I_Drodgrama delagqoug%nfg.to
- 15 min de rampa até 270-320 °C; - 15 min de rampa 270 °C: - 1 o de DENRE JUEl0 180, 210
- 10-30 min de permanéncia a - 10 min de permanéncia a 270 °C o O Gl PEMESNE SE B, S0,
270-320 °C 240 e 270°C
| | I
Pressurizagéo Pressurizacéo Pressurizagéo
-50bar; N, - 40 bar; Ar -20a50bar; ar, Ar, 0 , e N,

Avaliacdo da eficiéncia a partir do RCC e do RA dos digeridos

Determinacdo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sre Zn por ICP-OES
Figura 6. Resumo dos métodos de preparo de amostras empregados e dos parametros

avaliados nesse trabalho.



4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nesta secdo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos nos
parametros avaliados para decomposi¢cdo empregando H>O> e HNO3z diluido em
forno de alta pressdo e temperatura (HPA). Posteriormente € discutido e
apresentado o estudo abordando as temperaturas e pressurizacdes com diferentes
gases para decomposi¢cdo das amostras no sistema MAD-SRC com HNO3 diluido.
Apés, sdo discutidos os resultados obtidos com a modificacdo nas tampas e nos
frascos do sistema MAD-SRC. Posteriormente, é apresentada a aplicabilidade do
método proposto para amostras de leite em po integral, linhacga, figado bovino e
salsa. Ainda, sdo apresentados os resultados obtidos para a decomposi¢cdo dos
materiais de referéncia certificados avaliados neste trabalho.
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4.1 Amostras

Para avaliar a eficiéncia de digestdo e a dependéncia da concentragdo de
HNOs, H202, temperatura, composi¢cado da fase gasosa e pressao inicial foi utilizado
leite em po integral. A escolha de leite em po integral se deu com base nas
caracteristicas da amostra como: teor de gordura, minerais e tamanho de particula.
Além disso, a amostra de leite em po integral é referenciada na literatura sendo
utilizada constantemente em publicacbes como forma de avaliar sistemas de
decomposicdo.?®819° As demais amostras utilizadas foram decompostas na melhor
condicao para verificacdo da eficacia do método proposto.

As amostras foram avaliadas quanto ao teor de C, por andlise elementar,
sendo os valores encontrados: salsa 41%; figado bovino 49%, leite em po integral
51% e linhaca 60% de C (base seca).

Amostras com maior teor de acido graxos, principalmente os insaturados,
apresentam maior resisténcia a oxidacdo.! As amostras de linhaca e leite em po
integral apresentam um teor de acidos graxos mais elevado. Os valores nutricionais
podem ser encontrados na literatura (Tabela Brasileira de Composicédo de Alimentos
- TACO).

Apds o processo de liofilizagdo e moagem das amostras (descritos em
Materiais e Métodos, item 3.1 Instrumentacdo), aos quais as amostras de salsa,
figado bovino e linhaca foram submetidos, o diametro de particula dessas amostras
e de leite em po integral foram determinados com o auxilio de um analisador de
particulas Mastersizer 2000 (Malvern). O meio dispersor ndo deve dissolver a
amostra, para tanto, as amostras foram dispersas em vaselina. A velocidade de
agitacao inicial da amostra no equipamento foi de 1500 rpm, sendo reduzida para
500 rpm na etapa de determinacédo. Pode-se observar na Figura 7 os perfis de

distribuicdo de tamanho de particula.
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Volume (%)
o - N w I (6)] (o)) ~ o] (o]
1

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Diametro de particula (um)
Figura 7. Perfis de distribuicdo do tamanho de particulas nas amostras de (=) leite em po

integral, (=) linhaca, (=) salsa e (=) figado bovino.

A area superficial pode favorecer uma reacdo quimica mais rapidamente. A
reducdo do tamanho de particula a partir da moagem ou trituragcdo, aumenta a
relacdo entre a area superficial e o contato com a solucdo digestora. Desta forma,
pode-se facilitar processos de decomposicdo.! O tamanho médio de 10, 50 e 90%

do volume das particulas dispersas no meio € mostrado na Tabela 3.

Tabela 2. Determinacdo do didmetro de particula (um) nas amostras de salsa, figado

bovino, leite em pé integral e linhaga, n=5.

Diametro de particula ( um)

Volume (%) Leite em po6 Linhaca Salsa Figado
integral bovino

10 103 6 7 5

50 312 38 28 22

90 657 308 94 60
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4.2 Avaliacdo do método de decomposicdo empregando H202 com HNO3

diluido em forno de alta pressao e temperatura (HPA )

A avaliacdo das condi¢cdes necessarias utilizando forno de alta presséao e
temperatura teve como principal foco de investigacdo a fase gasosa e a forma de
aguecimento. Neste sistema ndo ha uma troca da fase gasosa da cavidade com a
fase gasosa presente no interior do frasco contendo a solucdo de digestédo e a
amostra.

ApoOs a decomposicao das amostras, os teores de carbono residual (RCC) e a
acidez residual (RA) foram determinados. Na Figura 8 podem ser observados 0s
valores de RCC e RA para a decomposicao de leite em po integral na temperatura
de 270 °C.

100 - - 100
270 °C 270 °C
80 1 10 min 30 min - 80
< 60 - - 60
6) N
3 &
T 40 1 L 40
20 A - 20
0 - -0
1 1 7 7 1 1 7 7
HNO; mol L -1
0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 0,9

mL de H,0, 50%

Figura 8. Grafico de (m) RCC e (==) RA para amostras de leite em po integral.

Nota-se que ha um perfil semelhante quando utilizado 10 min e 30 min de
permanéncia a 270 °C. A analise estatistica aplicada (ANOVA duas vias) afirma que
ndo héa diferencas significativas entre os valores obtidos a 10 min e a 30 min de
permanéncia e, também, que o tempo de permanéncia tem pouca influéncia nesse

caso.
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Na condicdo de 10 min de permanéncia, pode-se observar que quando foi
utilizado HNOs 1 mol L e 0,1 mL de H20z2, os valores de RCC e de RA foram de 53
e 33%, respectivamente. Entretanto, para a condi¢cdo de HNOs 1 mol L e 0,9 mL de
H202 os valores de RCC e RA foram de 31 e 69%. Nota-se que o uso de H20:2
proporcionou uma reducédo no valor de RCC, demonstrando melhora na eficiéncia de
digestdo. Apesar do aumento observado na RA, de 33% para 69%, quando o
volume de H202 aumentou de 0,1 mL para 0,9 mL, a RA n&o resultou em
interferéncias durante as determinagdes por ICP-OES."#7°

Esses valores reforcam a ideia de melhora na eficiéncia de digestdao da
matéria organica com o uso de H202 em meio acido diluido, mesmo n&o havendo
uma troca de fase gasosa ou vapor no frasco reacional, mas por fornecer O2 ao meio
reacional.

Na condicéo de 30 min de permanéncia a 270 °C, os valores observados para
a condicdo de HNOz 1 mol L? e 0,1 mL de H202 sdo RCC e RA de 51 e 21%,
respectivamente. No entanto, para a condicdo de HNOs 1 mol L' e 0,9 mL de H202
os valores de RCC e RA sao 26 e 66%, respectivamente. Nota-se uma reducéo
discreta do RCC e RA em relacdo as mesmas condicbes usadas para as
decomposi¢coes empregando a condicdo de 30 min de permanéncia no tempo de
aguecimento.

Ao observar os valores apresentados na Figura 8 para as condi¢cdes que
empregam HNOs 7 mol L, evidencia-se uma reducgdo dos valores de RCC e RA
sendo maior a reducdo quando o tempo de permanéncia € de 30 min. Os valores
para a condicdo de 10 min de permanéncia e de HNOz 7 mol L* e 0,1 mL de H202
para 0 RCC e a RA sdo 18 e 20%, respectivamente. Para a condicdo de 7 mol L de
HNOs e 0,9 mL de H202, 0 RCC e RA sao 23 e 22%, respectivamente. Ao aumentar
0 tempo de permanéncia de 10 para 30 min, observa-se uma variagao discreta nas
duas condi¢cbes empregadas (RCC e RA =16 e 20% para 0,1 mL de H202 e 9 e 23%
para 0,9 mL de H202, respectivamente). Esses valores estdo relacionados a maior
quantidade de HNOs presente inicialmente nos frascos de digestido (7 vezes maior
que a condicdo de 1 mol L?). Além disso, o sistema de aquecimento convencional
nao apresenta um gradiente de temperatura nos frascos reacionais que possa ser

considerado significativo ou influente para promover a regeneracdo do HNOs.
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Apéds a avaliacdo a 270 °C, o mesmo procedimento, mantendo as condicfes
iniciais, foi realizado a 320 °C. Os resultados encontrados nestes estudos estao

mostrados na Figura 9.

100 - - 100
320 °C 320 °C
80 1 10 min 30 min - 80
o 60 A - 60
> S
O <
(@) [nd
X 40 - - 40
20 - - 20
0 - - 0
1 1 7 7 1 1 7 7
HNO; mol L1
0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 0,9

mL de H,0, 50%

Figura 9. Gréfico de (m) RCC e (==) RA para amostras de leite em poé integral.

Novamente, o que se observa € um perfil semelhante aguele encontrado com
as condicdes de temperatura de 270 °C. Percebe-se, claramente, a influéncia do
H202 nas decomposi¢cbes (como agente oxidante) considerando os pares de
experimentos que utilizam como solucdes digestoras de HNOz 1 e 7 mol L. Na
condicdo de HNOz 1 mol L* mais 0,1 mL de H202 e HNOz 1 mol L* mais 0,9 mL de
H20:2, os valores para 0 RCC e RA séo 54 e 22% na primeira condi¢cdo e 20 e 69%
na segunda, respectivamente. Esses valores sdao muito proximos aqueles
observados quando a temperatura de 270 °C foi utilizada, ou seja, a variagao de 50
°C néo contribuiu para que houvesse melhora expressiva na reduc¢ao do RCC.

Para as condi¢des usando HNOz 7 mol L os valores foram cerca de 4 vezes
menores quando o tempo de permanéncia de 10 min foi utilizado em relacdo aos 30
min de permanéncia, na temperatura de 320 °C, para ambos os volumes de H20:2
empregados. Para solu¢des de HNOs 1 mol L* e empregando H202 como reagente
auxiliar, o sistema HPA (aquecimento por conducédo), apresenta baixa eficiéncia de

digestdo comparado a solu¢des concentradas. Isso esta relacionado, de certa forma,
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ao fato do sistema n&o apresentar um gradiente de temperatura nos frascos
reacionais. Tal aspecto € importante uma vez que a regeneracdo do HNOs é
associada ao gradiente de temperatura, principalmente na etapa inicial de
aquecimento.>10

A escolha da melhor condicdo de decomposicédo utilizando o sistema HPA
levou em conta o RCC reduzido e a baixa RA, resultantes da decomposicao de leite
em po integral. Desta forma, a condi¢do utilizando como solucdo digestora HNOs 1
mol L* e 0,9 mL de H202 50% na temperatura de 320 °C e tempo de permanéncia
de 30 min foi selecionada como a mais eficiente para decomposi¢cdo. Esta condi¢cao
foi utilizada para a decomposicdo dos materiais de referéncia certificados (CRM’s)
NIST 8433 — Corn Bran e NIST 8435 — Whole Milk Powder, a fim de avaliar a
exatiddo do método. A massa de CRM utilizada foi de 250 mg. A Figura 10
apresenta o grafico dos valores obtidos para RCC e RA na decomposi¢cdo dos CRMs

na condigéo selecionada.
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Figura 10. Gréfico da avaliacdo de (m) RCC e () RA na decomposi¢cdo de materiais de

referéncia certificados.
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Os resultados obtidos na decomposicdo de Corn Bran para RCC e RA sdo 9 e
52%, respectivamente. Para Whole Milk Powder o RCC e RA sdo 6 e 48%,
respectivamente. Os valores obtidos para o RCC mostram que a decomposi¢cdo dos
CRM'’s foi eficiente. Estes valores sdo considerados adequados para a massa de
amostra estudada. Além disso, ndo foram observadas interferéncias nas
determinacdes de metais por ICP-OES. Na Tabela 4 s&o mostrados os resultados
obtidos para Corn Bran e Whole Milk Powder para metais apos a decomposicéo
utilizando HNOs 1 mol L* + 0,9 mL de H202 50% a 320 °C com tempo de

permanéncia de 30 min no sistema HPA.

Tabela 3. Resultados obtidos para a determinacdo de metais em CRMs de Corn Bran e
Whole Milk Powder apés decomposi¢cdo com HNOs; 1 mol Lt + 0,9 mL de H:0-
50% e tempo de permanéncia de 30 min a 320 °C no sistema HPA. Valores em

ug g, média + desvio padréo, n = 3.

NIST 8435 NIST 8433
Elementos (Whole Milk Powder) (Corn Bran)

Referéncia HPA Referéncia HPA
Ba 0,58 + 0,23 0,65 +0,10 2,4+0,52 2,5+0,25
Ca 9220 + 490 8967 + 474 420 + 38 450 £ 15
Fe 18+1,1 23+0,1 148+1,8 25,4 +8,2
K 13630 £ 470 12668 + 631 566 + 75 504 +1
Mg 814 +76 792 + 23 818 £ 150 758 +1
Mn 0,17 £ 0,05 0,21+0,01 2,55+0,53 2,59+0,14
Na 3560 *+ 400 3357 + 137 430 £ 31 518 + 65
Sr 4,35+0,5 4,68+0,1 4,52 + 0,56 5,10 £ 0,03
Zn 28+3,1 26 +0,5 18,8 +2,2 17,3+0,4

E possivel observar que os valores para Fe ndo apresentaram concordancia
com os valores certificados de referéncia em ambos os materiais. Isso pode estar
relacionado a cavidade metdlica do sistema HPA, a qual apresenta-se como fonte de
possivel contaminacdo para este elemento. Os demais valores obtidos para os
metais ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados aos valores de

referéncia (Teste t-student, nivel de confianca de 95%).
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4.3 Avaliacdo da temperatura no método de decomposi ¢do empregando
HNO3 diluido e pressurizacdo com ar, O 2 e N2 em camara unica de
reacao (MAD-SRC)

O sistema SRC permite trabalhar com condi¢cdes extremas de temperatura e
pressdo. No entanto, antes das pressurizagdes utilizando Oz (SRC-O2) foi realizada
uma avaliagdo cuidadosa utilizando ar comprimido (21% de O2). A avaliacao foi
realizada com base no controle do aumento da temperatura durante o processo de
digestdo. Apds a avaliagdo com ar comprimido, as mesmas condicbes foram
aplicadas para a digestdo da amostra utilizando como gas de pressurizacdo o O2. A
digestdo utilizando N2 foi feita como método comparativo, onde as condi¢cdes
instrumentais sugeridas pelo fabricante foram utilizadas.

Assim, utilizou-se um programa de aquecimento que consistiu em uma rampa
de 15 min e um tempo de permanéncia de 10 min nas temperaturas de 180, 210,
240 e 270 °C, enquanto 250 mg de amostra de leite em poé integral foram digeridos
utilizando solu¢ées de HNOs (0,1, 0,5, 1, 2 e 3 mol L ). Nesta condicédo, a massa de
amostra total na camara de reacao foi de 3,75 g (250 mg x 15 frascos de digestéo),
sendo digeridas simultaneamente para cada rodada de decomposigéo.

A avaliacdo dos perfis de temperatura e pressdo, em tempo real, fornecidos
pelo sistema de controle do forno micro-ondas, indicam a possibilidade de ocorrer
reacoes que poderiam causar algum dano ao operador ou ao equipamento. O
comportamento da taxa de aumento de pressdo foi avaliado para verificar a
capacidade do software em controlar possiveis reacfes abruptas através da
avaliacao da taxa de aquecimento.

Além disso, a avaliacdo da pressao contribui para um indicativo de possiveis
reacoes que poderiam ocorrer rapidamente e, consequentemente, causar danos no
sistema (por exemplo, exploséo). Desta forma, inicialmente, a pressurizacéo foi feita
com ar comprimido (20 bar, 21% de O2).

ApOs o0 monitoramento cuidadoso dos perfis de temperatura e pressao,
verificou-se que ndo houve reagdes que poderiam oferecer risco quando utilizado ar
comprimido a 20 bar. Assim, os perfis avaliados ndo indicaram tais reagdes quando
empregado leite em poé integral como amostra e na condi¢cdo de utilizacdo do ar

comprimido, assumiu-se que esta decomposi¢cdo ndo apresentava riscos de reacao

41



42

Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

de decomposicao inseguras, mesmo quando a temperatura de digestao foi de 270
°C.

A partir desta avaliacdo preliminar, utilizando o sistema SRC com ar
comprimido, foi feita a decomposicdo empregando Oz como gas de pressurizacéo a
20 bar. As condicdes operacionais inicialmente usadas para o ar comprimido foram
rigorosamente seguidas nesta avalicdo (rampa de aquecimento, tempo de
permanéncia, massa de amostra, amostra e concentracdo de HNOs3) a fim de
comparar os dois sistemas.

Na Figura 11 pode-se observar o grafico gerado a partir do programa de
aguecimento (rampa e tempo de retencéo).
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Figura 11. Perfil de temperatura e pressao no sistema UltraWAVE, onde é mostrado (=)
temperatura interna da cavidade, (=) pressédo com ar comprimido e (==) presséo

com Oa.

Na Figura 11 apresenta-se um perfil adequado de temperatura e pressao. Foi
observado uma reducao da pressao quando comparado os sistemas empregando Oz
e ar comprimido ou mesmo N2 (ndo apresentado no grafico). E possivel observar
gue ndo houve aumento subito na temperatura e na pressao, um indicativo de que
ndo ocorreram reacdes altamente exotérmicas e que o sistema apresentou controle

em relacao a taxa de aquecimento e pressdo configurados para a decomposicao.
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O resultado apresentado demonstra que a pressdo do ar comprimido foi
ligeiramente maior que a pressdo do O2 nas mesmas condi¢cdes de operacado do
sistema SRC. Pode-se observar ainda que, como parte da fase gasosa é consumida
nas reacdes de regeneracdo do HNOs em atmosfera rica em Oz, nota-se uma
redugéo na pressao do sistema, o que corrobora o conceito relacionado ao uso de
solucdes diluidas de HNOs.1° Esta reducdo na pressdo mostra um procedimento
mais seguro para a digestao e também condicdes menos drasticas para o sistema.
Aspectos relacionados ao efeito de Oz sobre a regeneracdo do HNOs e sua

influéncia sobre a eficiéncia de decomposi¢éo sao discutidos no decorrer do texto.

4.4 Avaliacdo da temperatura na eficiéncia de diges tao de leite em po
integral empregando HNO 3 diluido e pressurizagdo com ar, O 2 ou N2

em camara unica de reacao (MAD-SRC)

Apés a avaliacdo das condi¢cdes operacionais do sistema MAD-SRC
empregando ar, O2 e N2 como gases para pressurizagao, foi avaliada a eficiéncia na
decomposicdo de leite em po6 integral em funcdo da temperatura. A influéncia de
decomposicdo foi expressa por meio da determinacdo de C, por ICP-OES, e
apresentada como RCC.

Para isto, utilizou-se um programa de aquecimento que consistiu em uma
rampa de 15 min e um tempo de permanéncia de 10 min nas temperaturas de 180,
210, 240 e 270 °C. A massa de amostra foi de 250 mg (leite em po integral), que
foram digeridos utilizando solucdes de HNOs (0,1, 0,5, 1, 2 e 3 mol L?).

As condicdes utilizando solucdes de 0,1, 0,5 e 1 mol L' de HNOs, quando
empregadas com ar comprimido ou N2, ndo foram adequadas para a decomposigcéo
de leite em po integral. Nestes casos, os digeridos apresentaram material
particulado e aspecto escuro, caracteristicas da ma& decomposicdo da matéria
organica, mesmo a 270 °C. Para as solucdes de 0,1 e 0,5 mol L* de HNOs
empregando Oz como gas de pressurizagdo, esse efeito também foi observado.
Porém, pode-se perceber uma melhora no aspecto do digerido obtido quando HNOs
1 mol L foi utilizado no sistema pressurizado com 20 bar de O2. Nesta condicéo, o
digerido obtido apresentou aspecto limpido, sem material particulado suspenso. A
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Figura 12 mostra os digeridos apos a decomposic¢éo utilizando o sistema MAD-SRC

nas condi¢cdes mencionadas.

HNO; mol L -1

N, 20 bar

ar, 20 bar

O,, 20 bar

Figura 12. Aspecto das amostras digeridas nos procedimento de pressurizagdo com N, ar e

O, para avalicado da eficiéncia de decomposicdo no sistema MAD-SRC.

Na Figura 13 sdo apresentados os resultados de RCC referentes a
decomposicdo no sistema MAD-SRC nas condi¢des estudadas. Devido ao aspecto

turvo, e a presenca de material particulado suspenso, as condi¢cbes de 0,1, 0,5e 1
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mol L** de HNOs para ar comprimido e N2 e, para 0,1 e 0,5 mol L de HNO3z para Oz,
nao foram adequados para analises por ICP-OES.
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Figura 13. Resultados para RCC apds digestdo no sistema MAD-SRC, de leite em pé
integral. Condi¢des utilizadas: tempo de permanéncia de 10 min, temperaturas
de 180 a 270 °C, concentragdes apresentadas para HNOs; de 1 a 3 mol L e
pressurizacdes com ar, Oz ou N2 a 20 bar. Os caracteres (ND) indicam que a
digestdo foi pouco eficiente, sendo estas amostras caracterizadas como
impréprias para analises. () HNO3z 1 mol L%; (m) HNO3s 2 mol L; e (m) HNOs 3
mol L.

Os resultados mostrados na Figura 13 indicam um perfil de redugéo do RCC
com aumento de temperatura. Este perfil € acompanhado pela concentracdo da
solucdo a qual também demonstra reduzir os valores de RCC a medida que a
concentracdo de HNOs aumenta de 1 para 3 mol L.

Quando o N2 foi utilizado, as decomposicbes somente ocorreram nas
concentracdes de HNOz de 2 e 3 mol L a 270 °C. Para ar comprimido e Oz sdo
observados perfis semelhantes de RCC. Percebe-se, ainda, que a concentracdo de
HNOs 1 mol L ndo foi suficiente para decompor as amostras mesmo utilizando
temperatura de 270 °C quando o sistema foi pressurizado com ar comprimido. No
entanto, as condi¢Ges de 240 e 270 °C e HNOz 1 mol L possibilitaram a digestéo da

amostra de leite em po integral quando o sistema foi pressurizado com Oo.
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Os resultado apresentados na Figura 13 evidenciam a possibilidade do uso de
solucdes diluidas de HNOs na presenca de uma atmosfera rica em Oz, 0 qual atua
diretamente para melhorar a eficiéncia de digestdo da matéria organica. Como
citado anteriormente, a ocorréncia de reacdes quimicas na fase gasosa do frasco
reacional promovem a regeneracdo do HNOs e favorecem a digest&o.5910

De acordo com o mecanismo de regeneracdo do HNOs!9 o que se espera é
um aumento na regeneracao do HNOs quando Oz é empregado. Além disso, espera-
se gque com o aumento da pressdo de Oz na camara reacional deve-se obter maior
eficiéncia na digestdo®!® Contudo, os processos e mecanismos citados até o
momento fazem referéncia a sistemas fechados, ndo a sistemas onde os frascos de
digestdo sdo alocados em uma autoclave. No sistema MAD-SRC todos os frascos
estdo dispostos em um rotor onde ficam parcialmente submersos em uma solucéo
reacional. Estes frascos estdo todos em contato direto com a fase gasosa/vapor na
camara reacional e, desta forma, compartilham a atmosfera da camara reacional, a
gual é responsavel por evitar a evaporacdo da solucao digestora e a projecédo das
amostras durante a decomposicdo. Conforme as avaliagcdes, verificou-se que a fase
gasosa desempenha papel importante na digestdo das amostras, nao se restringido
apenas por evitar projecdes ou evaporagdes das solugbes ou amostras.

Assim sendo, com o objetivo de explorar melhor o uso da fase gasosa no
sistema MAD-SRC, avaliacGes nas pressdes de 20 a 50 bar de Oz foram feitas para
decompor 250 mg de leite em po integral, na temperatura de 270 °C e solucdo de 1

mol L** de HNOa. Os resultados sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Efeito da pressao de O, no RCC para a decomposicao de leite em pé integral
usando solucdo de HNOs; 1 mol L™ a 270 °C no sistema MAD-SRC, n=3.

Quando a pressao inicial do sistema foi aumentada de 20 para 40 bar (Figura
14), observa-se uma reducédo significativa no valor de RCC de 12 para 5,3%,
respectivamente. No entanto, a reducdo do RCC de 40 para 50 bar é menos
pronunciada (RCC de 5,3 para 4,1%, respectivamente). O aumento na eficiéncia de
oxidacdo da matéria organica nesse caso é menor, o que pode indicar que para a
amostra em questao (leite em po integral) a condicdo de 40 bar como pressao inicial
de O: seja satisfatéria para as digestdes.

A viabilidade de utilizagdo de uma pressurizagdo a 50 bar de Oz pode ser util
qguando se tem diferentes tipos de amostras no mesmo sistema e estas apresentam
grandes quantidades de acidos graxos ou diferentes resisténcias a oxidacao frente a
reagcfes com HNOs. Esta condicdo pode possibilitar a digestdo simultanea de varias
amostras com composi¢cdes muito diferentes, utilizando a mesma fase gasosa e
HNOs diluido. Isso ndo é possivel em outras condicdes e em outros sistemas,
mesmo empregando temperaturas mais elevadas, como no caso do HPA a 320 °C.

Comparando o sistema MAD-SRC e o sistema HPA, a diferenca ndo esta
somente na forma de aquecimento, mas também na influéncia da fase gasosa

nestes dois sistemas. Adicionalmente a esta questdo, pode-se relacionar os dois
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sistemas e a eficiéncia de digestdo em cada um deles. A Figura 15 mostra a
comparacao entre o sistema MAD-SRC e o HPA para a condigéo utilizando solugéo
de HNOz 1 mol L1. Para ambos os sistemas (Figura 15) a massa de amostra foi de
250 mg de leite em po integral, a temperatura foi de 270 °C com 0 mesmo programa
de aquecimento e pressao inicial nos dois sistemas (MAD-SRC e HPA com 50 bar
de Oz e de Nz, respectivamente). A solugdo utilizada no sistema MAD-SRC consistiu
apenas de HNOz 1 mol L e a solucdo no sistema HPA de HNOs 1 mol Lt com 0,1
ou 0,9 mL de H202 50%. Os valores de RCC foram de 4,1% para o sistema MAD-
SRC, 53% (0,1 mL de H202) e 31% (0,9 mL de H202) para o sistema HPA.
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Figura 15. Comparacdo da eficiéncia de digestdo entre os sistemas MAD-SRC e HPA

empregando O e H»O;, respectivamente (T méxima de 270 °C). (m) RCC
usando solucdo de HNO3; 1 mol L e 0,1 mL de H,O, 50% e () RCC usando
solugdo de HNOz 1 mol L'* e 0,9 mL de H,O, 50% (HPA); ( ) RCC usando
HNO3 1 mol L e 50 bar de O, (MAD-SRC).

Ao observar a Figura 15, percebe-se que, na mesma concentracdo de HNOsg,
pressao inicial, temperatura e tempo reacional, a influéncia da fase gasosa (O2) é
significativa (ANOVA, nivel de confianca de 95%), visto que o RCC é reduzido de
mais de 31 para 4,1% (condicdo 0,9 mL de H203). Estes resultados demonstram que
a eficiéncia de decomposicdo da matéria organica depende do tipo e da presséo
exercida pela fase gasosa. A seguir sdo apresentados o0s resultados da
decomposicédo de amostras com diferentes caracteristicas e resisténcias a oxidacéo
no sistema MAD-SRC.
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4.5 Avaliacdo da eficiéncia de decomposicao de linh  aca, figado bovino,
salsa e leite em pé integral empregando HNO 3 diluido e pressurizacao
com O 2 no sistema MAD-SRC

A possibilidade de se trabalhar com diferentes matrizes, principalmente em
uma mesma rodada de decomposicdo, é uma vantagem para qualquer sistema.
Como forma de avaliar a possibilidade de uma condi¢cdo que satisfaca este requisito,
250 mg de amostra (em triplicata) de linhaca, figado bovino e salsa foram digeridos,
simultaneamente, empregando solucdo de HNOs 1 mol Lt a 270 °C e com
pressurizagdes de 20, 40 e 50 bar de O2. Na Figura 16 sdo mostrados os resultados
para RCC das amostras digeridas e de leite em pé integral digerido no mesmo
sistema e condi¢cdes. A decomposicdo com pressao de 20 bar de Oz resultou em
digeridos com material inadequadamente decompostos, apresentando aspecto
turvo. Nesta condi¢cdo, as amostras foram consideradas improprias para analise por
ICP-OES. Assim, as pressurizagdes de 40 e 50 bar foram utilizadas para decompor

as amostras simultaneamente.
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Figura 16. Decomposicdo de amostras botanicas e biolégicas usando presséo de (=) RCC,
usando 40 bar de O, com HNO3; 1 mol L e (m) RCC, usando 50 bar de O, com
HNOz 1 mol L, n=3.
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Dentre as amostras estudadas, a linhagca apresentou maior RCC. Esta
amostra possui em sua composi¢cdo grande quantidade de &cidos graxos poli-
insaturados os quais sdo mais resistentes a oxidacdo.>'%* O RCC da digestdo da
linhaca foi de 74 e 58% para 40 e 50 bar, respectivamente. Apesar disso, as
digestbes levaram a obtencdo de solugbes limpidas. Entretanto, a linhaca
apresentou cerca de 5,3 g L'* de carbono dissolvido em solucdo quando digerida a
pressédo de 40 bar. De acordo com estudos ja publicados, concentracdes de C de
cerca de 5 g L ja podem causar interferéncias nas determinaces de metais por
ICP-OES.” Assim, na condicdo de 40 bar de O2 a concentracdo de carbono
dissolvido em solucdo é suficientemente alta, podendo causar interferéncias nas
determinacdes elementares por ICP-OES. Ao empregar 50 bar de O: para a
digestdo simultanea das amostras, o valor de carbono dissolvido em solucdo para a
linhaca ficou em 4,3 g L, o que possibilitou a quantificacdo das amostras por ICP-
OES, minimizando o risco de interferéncias. O carbono dissolvido em solugéo para
as demais amostras foi relativamente menor e, por essa razéo, nao houve prejuizo a
analise elementar por ICP-OES.

A eficiéncia de digestdo nas duas condicdes de pressurizacdo foi
relativamente semelhante para as demais amostras (RCC menor que 5%). Os
valores observados para o carbono dissolvido nestas solugdes foram abaixo do valor
gue poderia causar alguma interferéncia nas determinacdes elementares por ICP-
OES. A utilizagédo de 50 bar de O2 foi escolhida para uma digestdo simultanea das
amostras e posterior determinagao de metais por ICP-OES, uma vez que a eficiéncia
desta empregando solucdo de 1 mol L'* de HNOs foi satisfatoria.

A acidez residual dos digeridos no sistema MAD-SRC com 50 bar de O2 foi de
70% e, para os digeridos com pressurizacéo de 50 bar de N2 foi de 7,5%. Quando o
sistema foi pressurizado com N2, a solucdo de HNOz 1 mol L néo foi eficiente para
oxidar a matéria organica, mesmo com praticamente todo acido tendo sido
consumido. Ja com o sistema pressurizado com Oz, além de resultar em uma boa
eficiéncia de decomposicao, pouco acido foi consumido. Estes valores apontam para

uma regeneracdo do HNO3, o que condiz com a literatura.®0
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4.6 Determinacédo de metais por ICP-OES apds a decom posicao de linhaca,
figado bovino, salsa e leite em p6 integral emprega  ndo HNO 3 diluido e

pressurizagdo com O 2 no sistema MAD-SRC

As determinacdes de RCC e RA para as amostras empregando pressurizagdo com
O2 no sistema MAD-SRC possibilitaram a escolha da melhor condicdo de
decomposicdo para a posterior determinacdo de metais, livre de possiveis
interferéncias. Desta forma, usando solugéo de 1 mol L' de HNOz e 50 bar de O,
foram digeridas, simultaneamente, amostras de figado bovino, linhaca, salsa e leite
em po integral. A massa utilizada foi de 250 mg (massa total na cavidade de 3,0 g) e
a temperatura e o tempo de permanéncia foram de 270 °C e 10 min,
respectivamente. Os metais determinados por ICP-OES para as amostras
selecionadas foram Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn. A Tabela 5 mostra os
valores obtidos para os metais e a comparagdo empregando método de referéncia.
Para o método de referéncia, foram utilizados 6 mL de HNO3z 14,4 mol L e presséo
inicial de 50 bar de N2, no sistema MAD-SRC.
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Tabela 4. Resultados para metais em amostras bioldgicas e boténicas apés digestdo utilizando sistema MAD-SRC com pressurizacdo de O e

solugéo de HNO3z 1 mol L. Valores em g g, média + desvio padréo, n = 3.

Figado bovino Linhaca Salsa Leite em po integral

Elementos

Referéncia SRC-0O > Referéncia SRC-0O; Referéncia SRC-0 > Referéncia SRC-0 >
Ba 0,252 +0,024 <0,3" 3,42+0,14 3,45+0,20 57,6+1.8 54,1+24 2,37 £0,06 2,34+0,11
Ca 149 +8 1377 2109+ 78 2167 £ 95 7850 + 498 8388 + 799 9717 +199 9712 + 142
Cu 225+15 216 + 20 13,5+0,3 13,1+0,2 8,85+0,38 8,33+0,38 < 2P <1b
Fe 198 +7 193 £ 62 55,1+29 52,1+1,82 1201 + 57 1219 + 782 3,26 + 0,12 3,36 +£0,202
K 8590 + 616 9033 + 386 5512 + 313 5608 + 448 32126 +1245 33754 +£ 1553 13163 +574 13003 + 415
Mg 579 +18 587 + 22 3100 +103 3036 + 163 2796 +119 2911 +109 867 + 25 867 + 26
Mn 7,03 +0,30 7,13+ 0,87 21,9+0,7 22,3+172 122 +9 112+6 0,274 £ 0,045 0,297 £0,071
Na 2266 + 187 2103 £ 110 218 +10 210+14,1 681 + 35 643 + 26 4522 + 192 4203 + 240
Sr <1b <0,7° 10,3+0,4 10,8+0,6 49,6 £1,7 A47,7+2.2 4,67 + 0,26 5,17 £ 0,32
Zn 104 £ 4 102 +5 453+1,0 42314 46,3+2,5 50,8 £2,8 36,7+3,2 34,1+23

a Digestédo usando 6 mL de HNOs 1 mol L* e 100 pL de HCI 12 mol L.

b Limite de quantificacdo.
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De acordo com os dados mostrados na Tabela 5, podemos observar que os
resultados obtidos para a maioria dos metais estdo de acordo com os valores
encontrados para o método de referéncia (Teste t-student, nivel de confianca de
95%). Entretanto, dentre os metais avaliados, para o Fe foi necessario o uso de 100
UL de solucdo de HCI 12 mol L* para que fosse possivel obter recuperacdes
quantitativas deste metal. Pode-se inferir que a adicdo de HCI para determinacao
quantitativa de Fe deve-se ao fato do HNOs utilizado estar em concentragdo muito

baixa.

4.7 Avaliacdo da exatiddo do meétodo proposto pela d eterminacdo de
metais na decomposicdo de CRM’'s empregando HNO 3 diluido e

pressurizagdo com O 2 no sistema MAD-SRC

ApoOs a otimizacbes das condicdes para o sistema MAD-SCR, foi feita a
determinacdo de metais por ICP-OES para diferentes materiais botanicos (NIST
8433 — Corn Bran) e biologicos (NIST 8435 — Whole Milk Powder e NIST 1577a —
Bovine Liver). Os resultados para Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn séo

mostrados na Tabela 6.
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Tabela 5. Resultados para metais por ICP-OES apés digestdo de CRM'’s utilizando sistema MAD-SRC com pressurizacdo de O- e solucéo de

HNOs 1 mol L. Valores em pug g, média + desvio padrdo, n = 3.

NIST 8433 NIST 8435 NIST 1577a
Elemento (Corn Bran) (Whole Milk Powder) (Bovine Liver)
Certificado SRC-O Certificado SRC-O Certificado SRC-O
Ba 2,40 £0,52 2,09 £ 0,30 0,58 +0,23 0,495 + 0,045 - <0,3°
Ca 420 + 38 425+ 20 9220 + 490 9882 + 494 116 +4 113 +3
Cu 2,47 +0,40 2,20+0,28 0,46 £ 0,08 <1° 160+ 8 146 + 10
Fe® 148+1,8 14,6 £ 0,70 1,8+x11 1,44 + 0,05 184 + 15 178 +12
K 566 + 75 611 + 50 13630 + 470 13464 + 450 11000 = 300 10666 + 236
Mg 818 + 150 728 + 31 814 +76 756 + 46 601 + 28 568 + 25
Mn 2,55+0,59 2,27+0,31 0,17 + 0,05 <0,2° 10,5+1,7 9,43 +0,80
Na 430 £ 31 434 + 17 3560 + 400 3660 + 237 2420 + 60 2428 +110
Sr 4,62 £ 0,56 4,82 +0,31 4,35+ 0,50 3,90+ 0,31 0,136 + 0,001 <0,7°
Zn 18,6 £ 2,2 17414 28,0+31 26,1+272 127 £ 16 121 +9

a Digestdo usando 6 mL de HNOz 1 mol L* e 100 pL de HCI 12 mol L.

b Limite de quantificacéo.
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Como pode ser observado na Tabela 6, os resultados obtidos utilizando o
método proposto para os materiais de referéncia NIST 8433, NIST 8435 e NIST
1577a ndo apresentam diferenca significativa (Teste t-student, nivel de confianca de
95%). Portanto, a utilizacdo de HNOs 1 mol L e pressurizacdo com Oz a 50 bar na
digestdo no sistema MAD-SRC foram adequados para a posterior determinacdo dos

metais avaliados.

4.8 Avaliacdo dos perfis de temperatura e de pressd o para a
decomposi¢cdo empregando HNO 3 diluido e pressurizagdo com Ar, O 2 e

N2 em camara Unica de reacdo (MAD-SRC) com tampas mod ificadas

Os perfis de temperatura e de pressao para o sistema MAD-SRC, usando
frascos com tampas modificadas, foram avaliados com base nos resultados obtidos
até o momento. Como observado, o aumento na pressdao de O:2 influenciou
positivamente a oxidacdo da matéria organica. Dessa forma, a investigacdo de
tampas com maior troca de gases € outro aspecto que pode contribuir para a
oxidacdo da matéria organica. A utilizacdo de tampas modificadas poderia favorecer
possiveis reacdes por apresentar maior area superficial de exposicdo da amostra
com a atmosfera da cavidade (entrada de gases e saida de CO2, principalmente).
Desta forma, as avalicbes foram feitas com utilizacdo de um programa de
aguecimento que consistiu em rampa de 15 min até 270 °C e permanéncia de 10
min nessa temperatura. A massa de amostra e a concentragcdo do HNOs3 utilizados
nestes experimentos foram mantidos em 250 mg e 1 mol L (6 mL de solugéo),
respectivamente.

A avalicdo dos perfis de temperatura e pressdo em tempo real, fornecidos
pelo sistema operacional, ndo indicaram a presenca de variagcdes acentuadas de
temperatura ou presséao. Estes perfis foram comparadas ao sistema MAD-SRC com
tampas originais. Cabe salientar que as pressdes finais para 0s sistemas
pressurizados com Nz, Ar e Oz foram 118, 110 e 108 bar, respectivamente, quando
utilizado 50 bar de pressao inicial. Quando utilizado 20 bar de pressao inicial as

pressoes finais para N2, Ar e Oz foram de 68, 64 e 64 bar, respectivamente.
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Na Figura 17 pode-se observar o grafico gerado a partir do programa de
aquecimento para as condigcdes de 20 e 50 bar para os trés gases usados nas

digestoes.

280 1 118 bar, N, |[ 140
240 110 bar, Ar 120
?‘ 108 bar, O,
200 A - 100
o / B
< 160 - / g0 &
2 ' S 3
@ = AN a
L 120 A _ \ B - 60 9@
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(]
|_
80 - - 40
40 - 20
0 0
0 10 20 30 40
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Figura 17. Perfil de temperatura e pressao para digestdes de leite em pé integral no sistema
MAD-SRC usando tampas modificadas para os gases (=) N2, 50 bar; (=) N2, 20
bar; (=) Ar, 50 bar; (—) Ar, 20 bar; (==) O, 50 bar; e (=) O, 20 bar; (=)
temperatura, °C.

No grafico da Figura 17 sdo observados os perfis de pressdo para 0s
diferentes gases utilizados. Outro aspecto interessante foi a menor pressdo maxima
observada quando o sistema foi pressurizado com Oz, possivelmente com resultados
das reacOes de regeneragdo do HNOs. Quando o HNOs é regenerado, aléem do Oz

consumido, o NO também retorna para a solu¢do na forma de NO..
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4.9 Avaliacdo da influéncia da fase gasosa na efici  éncia de decomposicao
para amostras organicas com uso de HNO 3 diluido e pressurizacéo
com Ar, N2 ou O2 empregando tampas modificadas para os frascos

reacionais no sistema MAD-SRC

Apbés o estudo das condicbes operacionais do sistema MAD-SRC com
emprego de Ar, N2 e Oz, foram propostas mudancas nos frascos reacionais a fim de
melhorar a eficiéncia de decomposicdo de amostras orgéanicas a partir do método
proposto.

A avaliacdo da influéncia da fase gasosa no sistema MAD-SRC foi feita a
partir da decomposicédo de 250 mg leite em po integral com solu¢do de HNOs 1 mol
L1, temperatura de 270 °C, pressdo de 20 e 50 bar de Ar, N2 ou Oz, utilizando
tampas especialmente confeccionadas para os frascos reacionais, em PTFE
(politetrafluoroetileno), com orificios apresentando areas distintas, para a troca de
fase interna e externa do frasco reacional. A tampa original dos frascos de quartzo
de 15 mL do sistema UltraWAVE apresentam um orificio de aproximadamente 1,8
mm? de area (essas tampas também foram usadas nos experimentos anteriores com
o sistema MAD-SRC). Dois tipos de tampas com orificios intermediarios (1 orificio
com 28,3 mm? e 3 orificios, com area total de 84,8 mm?) foram confeccionas em
PTFE (em triplicata) a fim de estudar a troca gasosa entre as fases externa e interna
dos frascos reacionais. Além disso, foram utilizados frasco sem tampa,
apresentando area de troca gasosa de 154,0 mm?. Os frascos foram dispostos em
triplicata para cada tipo de tampa (ou sem) na cavidade reacional: 3 frascos com
tampa normal (N), 3 frascos com tampa com 1 orificio (1), 3 frascos com tampa com
3 orificios (3), 3 frascos sem tampa (S) e 3 brancos (BC). Para os brancos foram
usados frascos com tampas normais.

As avaliacdes consistiram de duas condigcbes de pressao para cada fase
gasosa (Ar, N2 ou O2), sendo a 20 ou 50 bar para as pressurizagdes. As condi¢cdes
operacionais e reagentes foram mantidas iguais em todos os experimentos (250 mg
de leite em po6 integral, HNO3z 1 mol L1, programa de aquecimento: rampa 15 min até
270 °C, permanéncia a 270 °C por 10 min). A Figura 18 mostra os resultados de
RCC e RA para a decomposicao de leite em pé integral nas pressfes de 20 e 50 bar
de Na.
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Figura 18. Resultados para (=) RCC e (==) RA da digestdo de leite em p6 integral usando
tampas modificadas no sistema MAD-SCR pressurizado com Nz. (N) tampa
normal; (1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3 orificios; (S) sem tampa; e

(BC) branco com tampa normal.

A medida que a area de troca das fases aumenta de 1,8 mm?2 (tampa normal
(N)) para 154,0 mm? (sem tampa (S)), ocorre uma reducdo significativa do RCC.
Neste caso, observa-se uma melhora na eficiéncia da decomposicdo apenas por
facilitar a troca de fases gasosa dos frascos reacionais com a fase gasosa da
cavidade do sistema MAD-SRC, mesmo com utilizagao de No.

Foi observado uma melhora de até 70% na eficiéncia de decomposicao
usando Nz e tampas com 1 e 3 orificios para os frascos reacionais. Quando a tampa
foi retirada, uma melhora na eficiéncia de digestdo de até 90% foi observada. Logo
abaixo do gréfico estdo descritas as concentracdes de acidez residual em
guantidade de matéria (mol) restantes apos as digestdes, e pode-se observar que
concentracdo de acido praticamente ndo varia quando compara-se 0 mesmo
frasco/tampa nas pressdes de 20 e 50 bar (frascos com tampa normal (N), por
exemplo). Entretanto, percebe-se um aumento da concentragdo do acido em
solucéo quando a area de troca de fase gasosa é aumentada. Ao comparar o frasco
com tampa normal e o frasco sem tampa tem-se o dobro de acidez residual. Uma
explicagdo para a ocorréncia deste fendbmeno € que a medida que a matéria
organica é decomposta forma-se gas CO2. No caso dos frascos sem tampa, este
gas é liberado para a atmosfera do sistema SRC (externa aos frascos de
decomposicdo) com maior facilidade do que nos frascos com tampa, possibilitando

uma troca mais intensa de fase gasosa nos frascos sem tampa. Os frascos com
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tampa normal, apresentam uma reduzida area de troca de fase gasosa, dificultando
a entrada da fase gasosa da cavidade e reduzindo a eficiéncia de digestao.
Na Figura 19 sdo mostrados os resultados obtidos apds a decomposicéo das

amostras com o uso de Ar a 20 ou 50 bar de pressdao nas mesmas condi¢cdes

anteriores.
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Figura 19. Resultados para (m) RCC e (=) RA da digestao de leite em p6 integral usando
tampas modificadas no sistema MAD-SCR, pressurizados com Ar. (N) tampa
normal; (1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3 orificios; (S) sem tampa; e

(BC) branco com tampa normal.

Nos graficos da Figura 19 é possivel notar que a reducéo nos valores de RCC
foi mais previsivel com o aumento da &rea para troca gasosa, em relagcdo aos
graficos da Figura 18. Para o Ar, o comportamento é mais equilibrado e demonstra o
efeito causado pela troca de fase gasosa. Comparando o uso de N2 e Ar, constata-
se uma reducao consideravel do RCC quando usado o mesmo procedimento e
tampas. Para a pressurizagdao a 50 bar, os resultados indicam que houve uma
melhora significativa na decomposi¢cao das amostras, mesmo quando se utilizou as
tampas normais, ficando abaixo dos 5% de RCC. A RA foi mantida praticamente
constante para todos os frascos avaliados para digestdo de amostra.

Na Figura 20 sé&o apresentados os resultados de RCC e RA obtidos com a
pressurizacdo usando Oz a 20 ou 50 bar para as mesmas condi¢cbes reacionais
primeiramente pressurizadas com Nz e Ar. Cabe salientar que os graficos da Figura
20 apresentam escala diferentes para o valor de RCC em relac&o ao outros graficos

apresentados (Figuras 18 e 19).
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Figura 20. Resultados para (m) RCC e (==) RA da digestdo de leite em p6 integral usando
tampas modificadas no sistema MAD-SCR, pressurizado com O,. (N) tampa
normal; (1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3 orificios; (S) sem tampa; e

(BC) branco com tampa normal.

Conforme é observado na Figura 20, o resultado para as decomposicdes
usando O2 a 20 bar resultaram em valores de RCC inferiores a 10% e, novamente, &
visualizado um perfil de RCC semelhante ao encontrado para 20 bar de Ar, porém
com valores significativamente menores. Os resultados mostrados na Figura 20
indicam que houve uma digestdo mais eficiente quando o sistema foi pressurizado
com O2 quando comparado a mesma condicdo para o Ar. Como pode ser
observado, a RA neste experimento manteve-se praticamente constante e,
semelhantemente ao experimento com 20 bar de Ar, observa-se uma pequena
reducdo destes valores conforme aumenta a area de troca de fase gasosa, podendo
também, estar associado a perdas por evaporacéao do acido.

Para o experimento com 50 bar de Oz os valores para o RCC praticamente se
alinham ao eixo da abscissa, demonstrando clara eficiéncia de digestdo no processo
(eficiéncia proximo a 100% para a amostra teste). Os elevados valores de branco
(BC) indicam a possibilidade de fracGes volateis de matéria organica migrarem para
dentro do frasco e condensarem somente quando a temperatura do sistema é
reduzida, sendo este efeito mais perceptivel nos frascos sem a presencga de matéria
organica.

Para a concentracdo de RA, observa-se que na pressurizacao a 20 bar, os
valores séo cerca de 10 vezes menores que aqueles mostrados para o experimento
gue utiliza 50 bar de O2. Os resultados para a acidez residual (RA) mostram uma
possivel regeneracdo do HNOs, a qual ocorre nos frascos reacionais. Esse valor
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by

deve estar diretamente ligado a concentracdo de O2 presente na cavidade
reacional.> Ademais, os valores menores, apresentados para os frascos com tampas
modificadas e sem tampa, podem ser associados a perdas por evaporacdo da
solucdo (HNO3) de cada frasco como sera discutido no decorrer deste texto.

As reacBes quimicas entre o HNOs e a matéria organica da amostra
promovem a formacdo de CO2z, H20 e NO, conforme descritas anteriormente
descrito em Revisdo Bibliografica, item 2.1.7 (Emprego de HNOs diluido para o
preparo de amostras). A Figura 21 ilustra as reacdes que podem ocorrer no interior

do frasco de reagao.
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Figura 21. Representacdo dos frascos reacionais e reagbes promovidas no interior dos

frascos no sistema MAD-SRC. a) tampa normal e b) tampa com 3 orificios.

A formagéo de COz2 no frasco reacional (Figura 21) resulta em um aumento de
pressao (pressao interna do frasco > pressao da cavidade), resultando na expulsao
deste gas de dentro do frasco. A formacdo deste gads é acompanhada de um
aumento de pressao impedindo que a fase gasosa da cavidade adentre ao frasco
reacional enquanto CO: estiver sendo gerado. A tampa do frasco com orificio
reduzido (tampa normal — Figura 21a) ndo contribui de forma significativa para que
ocorra a troca de forma acentuada da fase gasosa do sistema para o frasco
reacional, devido a area do orificio ser muito pequena (1,8 mm?). Entretanto, ao
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utilizar tampas modificadas (Figura 21b), ou mesmo sem tampas, 0s frascos
reacionais operam de forma diferente. Neste caso, o CO2 formado no frasco
reacional € substituido pelo gas que preenche a cavidade. Esta troca de atmosfera
interna e externa provoca inimeras consequéncias para a digestéo, sendo a entrada
do gas de pressurizacao e do vapor de HNOs proveniente da solucdo reacional da
cavidade, saida de CO:2 dos frascos reacionais as mais importantes. Uma
representacdo do sistema pode ser vista na Figura 22, onde sdo apresentados os

frascos reacionais e o sistema reacional da cavidade.

Gas Fase gasosa
=) co ==) /Vapor de
2 HNO, g
Y
N_
)

1 *

Figura 22. Representacdo do sistema MAD-SRC com a cavidade com vapor de HNOs e
frascos com tampas modificadas. As setas indicam a troca de fase vapor e
gasosa nos frascos reacionais e sua intensidade associada ao tamanho de cada
seta. (N) tampa normal; (1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3 orificio; e (S)

sem tampa.

Um dos fatores importantes no sistema MAD-SRC com tampas modificadas é
a troca da fase vapor. Esta informacao parte da observacéo do valor para o branco
ap6s a digestdo, o qual foi superior (118,4%) aos valores calculados para RA
(condicéo de 50 bar de O2). Este valor é resultado da evaporagao do acido presente
na cavidade e condensacdo do mesmo no interior dos frascos reacionais. Desta
forma, a troca de fase vapor (HNOs3) para os frascos reacionais a partir da solugéo
reacional da cavidade, pode contribuir para a digestdo das amostras, além da
regeneracdo do HNOs com o uso de O2. O contrario também é verdadeiro, ou seja, a



Apresentacédo e Discussdo dos Resultados

evaporacao do HNOs e de H20 de dentro dos frascos reacionais pode ocorrer. No
entanto, esta evaporagdo se dad em momentos diferentes daqueles mencionados
para a entrada do acido nos frascos. Isso € observado nos resultados dos brancos,
0sS quais tem uma reducdo da RA em relacdo ao valor inicial (20 bar de O2, por
exemplo). As condicdes mencionadas neste paragrafo se restringem aos frascos
com tampas modificadas e sem tampa, uma vez que nao foram observados com
tampa normal.

Uma forma de comparar os resultados obtidos pelo estudo do sistema com
tampas modificadas, e a influéncia que a fase gasosa do sistema pode exercer, é
pela comparagcdo com o sistema de decomposicdo HPA. Comparativamente, o
sistema MAD-SRC e o HPA podem operar nas mesmas condi¢cdes de temperatura e
pressdo. O resultado no entanto € muito diferente. A seguir a Figura 23 mostra uma

representacao do perfil dos dois sistemas.
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Figura 23. Representacdo dos sistemas (a) MAD-SRC e (b) HPA e das fases gasosas

envolvidas em cada sistema.

Como mencionado anteriormente, o sistema MAD-SRC pode favorecer a
troca gasosa no interior dos frascos reacionais com menor ou maior facilidade,
dependendo da tampa empregada nos frascos. No entanto, no sistema HPA néo ha
contato com a fase gasosa do exterior do frasco, sendo limitada aquela do seu

interior. Essa limitacdo pode implicar em diversas questdes, entre elas, uma menor
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eficiéncia de digestdo, uma vez que nao é auxiliada por nenhum dos fatores
mencionados anteriormente. Esta hipdtese foi confirmada experimentalmente, de
acordo com os resultados apresentados em Apresentacdo e Discussdo dos
Resultados, item 4.4 (Avaliacdo da temperatura na eficiéncia de digestao de leite em
po integral empregando HNOs diluido e pressurizado com ar, Oz ou N2 em camara
Unica de reacdo), em que nas mesmas condi¢cdes reacionais a eficiéncia de

decomposicéo foi significativamente inferior.

4.10 Avaliacdo do volume de solugdo de HNO 3 em frascos reacionais apos

a decomposicado no sistema MAD-SRC com tampas modifi  cadas

Apds cada digestdo, o volume restante nos frascos reacionais foi
determinado. Verificou-se que os frascos apresentavam menor volume conforme a
area de troca de fase gasosa/vapor aumentava. A Figura 24 mostra o experimento
feito empregando 20 bar de Ar e solucdo de HNOs 1 mol L na digestdo de 250 mg
de leite em po integral.

Figura 24. Frascos reacionais logo ap0ds a digestao de 250 mg de leite em po integral com
solucdo de HNO3 1 mol L e pressurizacédo de Ar a 20 bar. (N) tampa normal; (1)
tampa com 1 orificio; (S) sem tampa; (3) tampa com 3 orificios e; (BC) branco

com tampa normal.
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Os volumes médios de solucdo de HNOs 1 mol L foram determinados para
cada tipo de gas e para cada pressao (20 e 50 bar) empregados nos experimentos.
Assim, a Tabela 7 mostra os volumes de solucdo de HNOs apoOs cada digestao.
Cabe salientar que o volume inicial de solucéo utilizado para todos os experimentos
foi de 6 mL de HNOs 1 mol L.

Tabela 6. Volume de solugdo apés digestdo para cada presséo inicial e gés utilizado no
sistema MAD-SRC nos experimentos com tampas modificadas. Frascos
reacionais com (N) tampa normal; (1) tampa com 1 orificio; (3) tampa com 3

orificios; (S) sem tampa e, (BC) branco. Valores em mL, média + desvio padréo,

n=3.
Gas Pressio Volume final de solucdo, mL
inicial, bar N 1 3 S
50 6,0+0,1 40+0,2 3,2+0,9 2,0+0,3
Ar
20 6,0+0,1 44+0,2 35+0,2 3,7+0.6
50 6,0+0,1 43+0,2 3,8+0,2 2,2+0,1
O
2 20 6,0+0,1 34+0,1 2,6+0,1 0,3+x0,1
50 6,0+0,1 56+0,1 53+0,1 52+0,1
N>
20 6,0+0,1 5,2+0,2 55+0,2 49+0,4

Os valores apresentados na Tabela 7 mostram a influéncia de cada tipo de
gas e da area de troca de fase gasosa/vapor no volume final de solu¢cdo de HNOs3,
com excec¢ao das tampas normais que ndo apresentaram variagcdo. Observa-se que
para N2 em ambas as pressuriza¢des 0s volumes sao maiores que os demais gases,
para tampas modificadas e sem tampa, variando menos de 1 mL. Para o Ar, 0s
volumes sdo maiores conforme o aumento da area, variando de 1 a 3 mL a mais que
no caso com pressurizagdo com N2. Ao observar os volumes para O2, nota-se uma
redugéo ainda mais acentuada, sendo que ocorreram redugdes de volume maiores
quando empregado pressurizacdo a 20 bar. Ao relacionar os volumes observados
com a eficiéncia de oxidacdo da matéria organica, percebe-se um menor volume
residual para as condicdes com maior eficiéncia de oxidacdo da matéria organica.
Além da reducdo de volume nos frascos reacionais poder estar relacionada com

alguns fatores como a solubilidade e reatividade da fase gasosa empregada,
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acredita-se que CO:2 formado durante a oxidagdo da matéria organica ( que é um
gas muito mais soltvel que os demais gases estudados) também exerca um efeito

consideravel.

4.11 Determinacdo de metais por ICP-OES em leite em po integral
empregando HNO 3 diluido e pressurizagdo com Ar, N 2 e O2 no sistema
MAD-SRC com tampas modificadas

Para a quantificacdo de metais, 250 mg de amostra de leite em po integral
foram decompostos utilizando HNOs 1 mol L. O procedimento utilizado esta
descrito em Apresentacdo e Discussdo dos Resultados, item 4.9 (Avaliacdo da
influéncia da fase gasosa na eficiéncia de decomposi¢cdo para amostras organicas
com uso de HNOs diluido e pressurizacdo com Ar, N2 ou O2 empregando tampas
modificadas para os frascos reacionais no sistema MAD-SRC). Cabe salientar que
os valores obtidos para metais no procedimento de digestdo usando 50 bar de Ar
foram utilizados como referéncia em comparagao com 0s demais experimentos de
20 e 50 bar com as diferentes composi¢cdes da atmosfera interna do sistema SRC e
tampas modificadas.

Os resultados obtidos para Ca, Mg, K, Na, Zn e Ba por ICP-OES apéds
digestdo por MAD-SRC na amostra de leite em pd integral usando tampas
modificadas para os frascos reacionais estdo mostrados na Figura 25. Os valores
sdo comparados com base na recuperacdo dos metais na condicdo de solucao de

HNOz 1 mol L'* com frasco com tampa normal e pressurizacédo com Ar a 50 bar.
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Figura 25. Grafico de comparacédo da recuperacao de Ca, K, Mg, Na, Zn e Ba ap0s digestao por MAD-SRC com pressurizacdo com 0s gases
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normal foi considerada como condi¢&o de referéncia para os demais.
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A linha continua mostrada nos graficos na Figura 25 representa o valor obtido
como referéncia (MAD-SRC usando HNOs 1 mol L e pressédo de 50 bar de Ar, barra
mais a esquerda em cada grafico) e as barras representam as concordancias dos
valores obtidos com o uso das tampas modificadas. As linhas pontilhadas mostradas
na Figura 25 representam um desvio de 5% no valor de referéncia.

Os resultados para Ca, em todos os frascos ndo apresentaram diferenca
significativa (Teste t-student, nivel de confianca de 95%) em relacdo ao valor de
referéncia, obtido por MAD-SRC com 50 bar de Ar. Resultados semelhantes foram
obtidos para Na, Mg e K com excecdo dos testes utilizando N2 como gas de
pressurizagdo. Os quais apresentaram resultados inferiores. Esses resultados
inferiores podem estar associados a digestado incompleta da amostra quando do uso
do gas N2. Ademais, para o Na foram observados resultados superiores nos frascos
com tampas modificadas e nos frascos sem tampa. Esse resultado pode estar
associado a contaminacdo dos frascos na condicdo empregando O2. Para o
elemento Zn foi observado resultados concordantes (Teste t-student, nivel de
confianca de 95%) nas condi¢gdes usando Ar e Oz2. Porém, na condig&o utilizando N2
os valores obtidos para amostra de leite em pd integral apresentaram elevados
desvios. Nesse caso, podendo estar associados também a digestédo ineficiente em
cada frasco reacional. Para o Ba, foram observados resultados concordantes (Teste
t-student, nivel de confianca de 95%) nas condigdes utilizando Ar e O2. No entanto,
nao foi possivel quantificar este elemento quando empregado N2 nas pressurizacdes
de 20 e 50 bar.

4.12 Determinagdo de metais, C e avaliagdo da RA na cavidade reacional do

sistema MAD-SRC empregando Ar, N 2e O2

Inicialmente, foi feita a determinacdo de metais, C e RA da solugéo utilizada
para absorver micro-ondas na cavidade. Esta avaliacdo foi feita para verificar
possiveis interferéncias ou perdas de analitos por volatilizacdo nas etapas de
digestdo. Desta forma, foi assumido como sendo a referéncia para os demais

experimentos a solucéo utilizada na cavidade antes do procedimento de digestéo.
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Ao término de cada digestdo, uma aliquota da solucédo reacional da cavidade foi
coletada e posteriormente quantificada quanto aos metais, C e RA.

Os resultados obtidos para os metais (Ba, Ca, Mg, Na, K, e Zn) indicaram
concentracfes menores do que os respectivos limites de quantificacdo do método.
Este aspecto € de extrema importancia uma vez que ndo foram determinados
nenhum dos analitos investigados. Tal aspecto pode ser considerado como
evidéncia de que ndo causaram perdas de espécies volateis, mesmo quando os
frascos reacionais foram utilizados sem tampa.

Na Tabela 8 sdo mostrados os resultados para RA obtidos na solucdo da
cavidade reacional apos as decomposi¢cfes usando os diferentes gases e pressdes

iniciais.

Tabela 7. Resultados obtidos para RA na cavidade do sistema MAD-SRC para diferentes

pressurizacdes com Ar ou Oa.

Gas Presséo, bar RA, %
50 87,7
Ar
20 92,8
50 56,8
O2
20 94.8

Valor de RA inicial na cavidade = 0,533 mol L1 = 100%.

Conforme pode ser observado na Tabela 8, os resultados de RA para Ar e
para Oz a 20 bar sdo muito préximos. No entanto, o valor de RA para a
pressurizagdo com 50 bar de Oz & muito inferior. Este resultado indica que parte do
acido que estava na solucdo da cavidade foi evaporado, sendo condensado no
interior dos frascos reacionais conforme mencionado anteriormente. A acidez
residual nos frascos reacionais aumentou significativamente quando empregado 50
bar de Oz na digestéao de leite em po integral. Com tudo isso, pode-se concluir que o
HNOs foi evaporado da cavidade e condensado no interior dos frascos reacionais,
contribuindo para elevada eficiéncia de decomposigéo.

A Figura 26 mostra os resultados obtidos para C na cavidade reacional do
sistema MAD-SRC utilizando os frascos modificados para as pressurizacdes com Ar,

O2 e N2 a 20 e 50 bar. Os resultados para C (mg L?) indicam que substancias
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organicas volateis podem ter sido evaporadas dos frascos reacionais e migrado para
a solucéo reacional da cavidade.
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Figura 26. Resultados para C (mg L) na solugédo reacional da cavidade. (m) cavidade antes
do procedimento de digestao; (m) pressurizacdo com O; (m) pressurizacdo com

Ar; e (m) pressurizagdo com No.

Os resultados observados na Figura 26, mostram que o emprego dos gases
na pressurizacdo no sistema MAD-SRC contribuem de forma diferenciada para a
digestdo das amostras. Inicialmente a solugéo reacional da cavidade foi avaliada
quanto a presenca de carbono na sua composicao, resultando em valores proximos
ao limite de deteccéo do instrumento. Observa-se que para os gases Ar, N2 e O2 0s
resultados de C sédo elevados quando comparados ao valor obtido para a solucao
reacional da cavidade antes dos procedimentos de digestdo. Para o Oz, observa-se
gue os valores de C sdo menores que para os demais gases e que na condi¢cédo
empregando 50 bar de O2 o resultado € menor ainda. Este perfil se repete para os
gases Ar e N2 nas pressurizacdes de 20 e 50 bar. No entanto, os valores obtidos
para os gases Ar e N2 sdo maiores quando comparados ao O2. Nesse ponto, €
interessante ressaltar a reatividade do O2 como gas reacional no sistema MAD-SRC,
nao ocorrendo para os demais gases empregados. A reatividade do Oz, associada a

sua solubilidade, pode influenciar na evaporacdo de substancias organicas volateis,
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presentes inicialmente na amostra. Porém, o poder oxidante do Oz juntamente com a
acao de regeneracdo do HNOs sao evidenciados na digestdao das amostras pelo
reduzido valor de C, além do que foi mencionado anteriormente sobre a eficiéncia de
digestdo associada ao O2. Ja para os gases inertes Ar e Nz, observa-se uma
influéncia maior na evaporagdo de substancias organicas volateis dos frascos
reacionais para a solucdo reacional da cavidade.!®® Além disso, a concentracéo de
carbono na cavidade devido a presenga de CO2 em solucdo é descartada nesses
casos uma vez que as solucbes reacionais sado purgadas com Ar antes da
determinacao de C, fazendo com que o CO:2 seja expulso da solucdo. Desta forma,
pode-se inferir que gases inertes interferem de forma acentuada na evaporacao
dessas substancias organicas volateis, facilitando a evaporacdo de um meio mais
concentrado (frasco reacional) para um menos concentrado (cavidade) e induzindo a
valores de eficiéncia de digestdo maiores. Isso ndo indica de forma conclusiva uma
maior eficiéncia de digestdo, porém apenas uma troca da matéria organica volatil do
meio reacional para a solucéo reacional da cavidade. Para o Oz tem-se reacdes que
poderiam ocorrer na solucdo da cavidade, o que reduziria 0 RCC nesse caso, ja que
a solucéo é composta também por HNOs. Cabe destacar, ainda, que a utilizacéo de
pressurizacdo mais elevada mostrou-se mais eficiente para a digestdo, uma vez que
os resultados obtidos para 50 bar mostram uma reducdo na presenca de C em
solucéo, possivelmente pela oxidacdo da matéria organica a COz2, minimizando a
evaporacao de espécies volateis de carbono.

A influéncia da fase gasosa foi constatada quando o sistema SRC foi
pressurizado com O2 ou gases inertes. Com a utilizagdo de tampas modificadas
pode-se intensificar a troca de gases entre as atmosferas internas (frascos) e
externas (cavidade). Porém, a utilizacdo de um frasco completamente fechado
dentro do sistema SRC ainda nao foi explorada. Este aspecto é interessante pois
mesmo com a tampa normal do frasco existe uma troca dos gases que constituem
as atmosferas dos frascos e da cavidade. Com um sistema (frasco) fechado, pode-
se eliminar completamente a troca gasosa a fim de efetivamente compreender o real
papel que a fase gasosa exerce sobre a oxidacdo da matéria organica. Portanto, o
uso de frascos modificados resistentes a pressurizacao foi utilizado para demonstrar
a influéncia causada quando se restringe a troca de fase gasosa no sistema
reacional mantendo um dos fracos fechados. O item a seguir descreve o

procedimento utilizado para avaliar a influéncia da fase gasosa na digestdao de
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amostra de leite em p6 integral com solucdo de HNOs 1 mol L** empregando Oz ou
N2 como gases de pressurizacéo a 20 e 50 bar.

4.13 Avaliacéo do sistema MAD-SRC com frascos modif  icados

Foram feitas avaliagdes para verificar a influéncia da fase gasosa no sistema
MAD-SRC comparando com o sistema HPA. Neste experimento os frascos do
sistema HPA foram utilizados no sistema MAD-SRC. Como forma de verificar a
influéncia da fase gasosa, trés frascos foram utilizados, sendo que: um frasco foi
inserido sem a tampa, um frasco foi selado como no sistema HPA (com fita de PTFE
e tampa de quartzo), e o ultimo, foi inserido na cavidade com a tampa para 0s
frascos do sistema MAD-SRC que apresenta um orificio de 1,8 mm? e fica solta
sobre o frasco.

As condicdes para estas avalicbes foram: 250 mg de leite em po integral, 6
mL de HNOs 1 mol L e pressurizacées com N2 a 20 e 50 bar e Oz a 50 bar. Cabe
salientar que ao utilizar Oz, uma etapa adicional foi realizada a fim de solubilizar a
amostra, evitando possiveis reacdes de combustao na cavidade. Assim, as amostras
foram submetidas a banho-maria por 10 min a 50 °C e na sequéncia os frascos
foram alocados na cavidade com ajuda de um suporte.

A Figura 27 mostra os trés digeridos apds os experimentos feitos no sistema

MAD-SCR com os frascos modificados e pressurizacdo com Nz e Oo.

20 bar de N,

50 bar de O,

Figura 27. Avaliacdo da influéncia da fase gasosa/vapor na digestdo de amostras de leite
em pé integral quando utilizados os frascos do sistema HPA no sistema MAD-

SCR. Frascos reacionais nas trés condicdes especificadas para a digestdo de
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leite em po integral: (1) frasco sem tampa; (2) frasco com tampa fechada e; (3)

frasco com tampa com orificio.

Para o sistema utilizando 20 bar de N2 observou-se que ocorreram digestdes
incompletas nos trés frascos. Nota-se, ainda, que no frasco sem tampa (frasco 1),
boa parte da solucao foi evaporada, restando apenas a amostra parcialmente Umida
no fundo do frasco. Desta forma, ndo foram realizadas as analises referentes a RCC
e RA para esta primeira avalicao.

Em seguida, foi avaliada a digestdo usando pressdo de 50 bar de Nz2. E
possivel observar que os trés frascos apresentam amostras ndo digeridas
completamente. Nesse caso, 0 frasco sem tampa apresentou mais solucdo que
quando comparado a pressurizacdo a 20 bar. Entretanto, todos foram considerados
impréprios para analise por ICP-OES.

A terceira avaliagdo consistiu em pressurizar o sistema com 50 bar de Oa.
Usando as mesmas condicdes, foi possivel notar que para o frasco sem tampa
(frasco 1), toda a solucéo foi evaporada, restando apenas um po branco o qual foi
facilmente solubilizado em agua. Pode-se inferir que, devido a extensdo da area de
contato ser muito maior entre a solucdo e a fase gasosa, houve uma maior facilidade
para que a evaporacdo da solucdo ocorresse. Para o frasco com tampa selada
(frasco 2) percebe-se que a digestdo foi incompleta da amostra, apresentando
coloragdo amarelada, caracteristica da solubilizacdo parcial da amostra teste. Por
fim, o frasco com tampa com orificio apresentou uma solugéo clara e limpida e um
volume préximo ao volume inicial.

Assim, pode-se inferir a participacdo efetiva da fase gasosa na decomposicao
de leite em po integral no sistema MAD-SRC. Observou-se a digestdo completa das
amostras em contato com a fase gasosa reativa. Além disso, a digestdo foi
incompleta para o frasco fechado na auséncia da fase gasosa reativa (frasco 2), o
gue comprova diretamente que a concentracdo do acido, a temperatura e a pressao
nao foram suficientes para digerir a amostra. A Figura 28 mostra os resultados
obtidos para RCC e RA para digestao de leite em pé integral no sistema MAD-SRC
com frascos modificados.
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Figura 28. Resultados de (m) RCC e (m) RA para digestéo de leite em p0 integral no sistema

MAD-SRC-0O, com frascos modificados. Pressao inicial de 50 bar de O..

Os resultados observados na Figura 28, mostram que 81% da amostra né&o foi
decomposta quando o frasco estava fechado (frasco 2). Aléem disso, o valor para a
RA permaneceu alto, 76%, indicando que pouco acido foi usado na digestdo. Para
este sistema, a influéncia da fase gasosa é fator determinante na digestdo das
amostras. Os valores para o frasco sem tampa foram de 1% para o RCC e RA. Para
o frasco com tampa com orificio os valores de RCC e RA foram 7 e 21%,

respectivamente.

4.14 Determinacdo de metais em leite em pd integral ap6s digestdo no
sistema MAD-SRC com frascos modificados

ApoOs a avaliacdo da influéncia da fase gasosa na digestdo das amostras de
leite em po integral, foram determinados Ba, Ca, Fe, Mg, Mn, Sr, Zn, K e Na quando
empregando 50 bar de O2. A Tabela 9 mostra os resultados comparados ao método
de referéncia que usa 40 bar Ar, programa de aguecimento com rampa de 15 min
até 270 °C e permanéncia de 10 min na mesma temperatura, 6 mL de solucdo de
HNOz 14,4 mol L.
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Tabela 8. Resultados para Ba, Ca, Fe, Mg, Mn, Sr, Zn, K e Na por ICP-OES apés digestdo
por MAD-SRC (250 mg de leite em p6 integral, 6 mL de HNO3z 1 mol L?). Valores

em ug g1, média + desvio padréo, n=3.

75

Elementos Referéncia Sem tampa Ta(r)r;ﬁ{ac i((:Jom fl?krg %21
Ba 2,37 £ 0,06 2,33+0,13 2,36 + 0,07 2,31 +0,07
Ca 9717 +199 8746 £ 55 9181 +131 8727 £41
Fe 3,26 £ 0,12 9,39 +0,35 3,11 +£0,10 3,13+0,10
Mg 867 £ 25 822 +21 816 + 20 849 +8
Mn 0,274 +0,045 0,312+0,020 0,292+0,020 0,290 +0,030
Sr 4,67 +0,26 5,00+0,19 5,02 + 0,09 5,01+0,16
Zn 36,7 £3,2 27,67 1,7 2496 +£2,0 28,90+1,3
K 13163 +574 14910 +£1016 14716 £1143 14200 =972
Na 4522 +192 4983 + 212 4875 *+ 365 4828 + 213

Referéncia: 40 bar Ar; 270 °C; programa de aquecimento: 15 min de rampa e 10 min de permanéncia;

HNOs 14,4 mol L.

Os valores para Ca nao foram concordantes de acordo com os testes,

apresentaram baixa recuperacdo em relacdo ao meéetodo de referéncia. Para Fe,

observa-se valor trés vezes maior para o frasco sem tampa em relagdo aos demais.

Este valor pode estar associado com uma possivel contaminacdo na etapa de

confeccdo do suporte para os frascos no sistema MAD-SRC. Os valores para Ca e

Zn foram inferiores quando comparados aos valores de referéncia. Isto pode estar

relacionado a erros na etapa de determinagdo elementar ou erros na etapa de

diluicdo das amostras.






5 CONCLUSOES

O método proposto de digestdo por MAD-SRC, usando HNOs 1 mol L? e
pressdo de O: foi adequado para a digestdo de 250 mg de amostra e posterior
determinacdo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn. Além disso, destaca-se
como vantagem a aplicacdo do método para a digestdo simultdnea de amostras com
diferentes composi¢cdes na presenca de solucao diluida de HNOs. Neste trabalho, o
meétodo utilizado apresentou exatiddo adequada, praticidade, e relativa simplicidade,
adequando-se as andlises de rotina.

Nota-se, ainda, que a fase gasosa empregada nos procedimentos de digestéao
apresenta um papel fundamental para a digestdo das amostras. O uso de gases
inertes requer solucbes mais concentradas de HNOs para possibilitar a digestao
completa das amostras. Porém, quando empregado O:2 pode-se reduzir
significativamente a concentracdo de HNOsz (até 1 mol L') sem que ocorra
supressao na eficiéncia de digestdo. O uso de O2 favorece a regeneragdo do HNOs,
gue por sua vez reinicia o ciclo de oxidacdo da matéria organica, mantendo assim, o
sistema ativo para a decomposi¢cédo das amostras, possibilitando a decomposicao de
maiores massas de amostras (as quais nédo foram foco de estudo deste trabalho).

O efeito ocasionado pelo uso de tampas modificas (ou sem tampas) nos
frascos reacionais no sistema MAD-SRC demonstra a possibilidade de melhoria
significativa na eficiéncia de digestdo no sistema para as amostras, apenas pelo
favorecimento da troca de fase gasosal/vapor dos frascos reacionais com o0 meio
reacional da cavidade. Nesse caso, observa-se a influéncia causada pela saida de
COz2 e entrada de O2 no frasco reacional, bem como a maior regeneragédo do HNOs e
a contribuicdo exercida pelo HNOs, presente inicialmente na solugdo reacional da
cavidade, o qual é passivo de evaporagdo e condensacdo no interior dos frascos
reacionais, contribuindo também para a melhora na digestdo das amostras.

Outro fator determinante observado no presente trabalho esta relacionado ao
uso de frascos modificados. Nota-se que ao fechar um frasco reacional e impedir
gue ocorra troca de fase gasosa, a digestdo € interrompida apds certo tempo,
restando elevada concentragcdo de HNOs em solucdo e quantidade expressiva de
amostra ndo digerida. Este efeito observado nos frascos reacionais modificados

(fechados) contribui para a hipétese de que a fase gasosa apresenta um papel
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essencial para a decomposicdo de amostras organicas. Além disso, observa-se a
influéncia dos gases N2 e O2 na digestdo das amostras, confirmando a influéncia
causada pelo uso de uma fase gasosa reativa (O2) e da solubilidade dos gases na
solucéo reacional a qual possibilita a saida do COz, produto da digestdo da matéria
organica.

De forma analoga, a observacdo da reducdo da eficiéncia de digestdo pode
ser consequéncia direta da alta concentracdo de CO: presente na fase gasosa e em
solucdo. Uma vez que o CO:2 apresenta solubilidade mais elevada que os demais
gases empregados na digestdo das amostras, essa condi¢do é verificada com o uso
de N2 (menor solubilidade em fase liquida), o qual pode dificultar a saida do CO: da
solucéo devido a alta pressao exercida na cavidade reacional. Consequentemente, 0
excesso de CO:2 presente em solugédo pode desfavorecer a reagdo de oxidacdo da
matéria organica pelo HNOs (Equacédo 1), reduzindo a eficiéncia de digestdo pelo
excesso de produto da reacdo em solucdo. Observando, assim, uma maior
concentragdo de HNOs em solucdo, onde as amostras organicas nao consumiram o
HNO3 de forma estequiomeétrica.

Destaca-se que para as condicbes avaliadas n&o foram observadas
interferéncias na determinacdo dos elementos Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr e
Zn. Demonstrando o uso do método para digestao de amostras organicas e posterior
determinacao de metais por ICP-OES. Assim, 0 método proposto € uma alternativa
em relacdo aos meétodos convencionalmente empregados para posterior
determinacdo de metais em amostras organicas com caracteristicas quimicas

diversificadas.
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