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APLICAGAO DE DIFERENTES METODOLOGIAS NA
PREPARAGAQ DE MATRIZES ORGANICAS PARA A
DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE ELEMENTOS TRAGO

Cristina Sisti

RESUMO

A determinacdo de elementos tracc em alimentos € de grande
importancia para a saude humana, considerando os fatores de essencialidade
efou toxicidade. Por outro lado, as analises quimicas s&o grandemente afetadas
pela etapa de preparacao de amostras; contaminagao ambiental ou dos reagentes
ou ainda por volatilizagdo e perdas dos analitos. Caso estes parametros nédo
sejam controlados os resultados podem apresentar baixas precisdo e exatiddo.
Neste trabalho, o contetdo dos elementos zinco, cadmio, chumbo e cobre foram
determinados em amostras de dieta adultos, coletadas pela técnica de porgédo em
duplicata e amostras de figado bovino, aplicando-se a técnica de voltametria de
redissolugcao anodica por pulso diferencial (DP-ASV). Na digestdo das matrizes
em meio acido, foram utilizadas metodologias convencionais com aquecimento
condutivo em recipientes abertos e equipamentos com fonte de microondas em
frascos abertos e fechados. O methor procedimento foi a aplicagdo de digestao
por microondas, em frascos fechados e os demais tratamentos efetuados em
ambiente controlado com capela de fluxo laminar classe 100. A metodologia
estabelecida foi validada com o uso de uma amostra de referéncia certificada
(NIST - figado bovino 1577b).



APPLICATION OF DIFFERENT METHODOLOGIES IN THE
PREPARATION OF ORGANIC MATRICES FOR DETERMINATION
TRACE ELEMENTS BY DIFFERENTIAL PULSE ANODIC
STRIPPING VOLTAMMETRY

Cristina Sisti

ABSTRACT

The determination of trace elements in food samples is of great
importance for the human health, considering the factors of essentiality and
toxicity. On the other hand, the chemical analysis is largely affected for the steps
of sample preparation; laboratory contamination of the sample and the reagents or
still volatilization and losses of the elements. If these parameters are not controiled
the achieved precision and accuracy could be low. In this work, the content of zing,
cadmium, lead and copper was determined in adults diet samples collected by
duplicate portion technique and bovine liver, applying the differential pulse anodic
stripping voltammetry - (DP-ASV) technique. In the digestion of the matrices in
acid medium, conventional methodoiogies were used, conductive heating in open
recipients and equipment with microwaves source in open and closed vessels.
The best procedure was the sample digestion by microwaves, in closed vessels
and the other treatments made in controlled atmosphere with hood laminar-airflow
class 100. The established methodology was validated with the use of a certified

sample as reference (NIST - bovine liver 1577b).
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A manutencao de uma alimentacdo balanceada, com gquantidades
adequadas de proteinas (vegetal e animal), carboidratos, gorduras,
vitaminas e minerais, possibilita a melhoria da qualidade de vida do ser
humano, sendo denominado nutricdo o conjunto de processos através dos
quais o organismo recebe, transforma e utiliza estas substancias
fundamentais para manter o crescimento e funcionamento normal do

organismo humano.

O estabelecimento das quantidades recomendaveis de niveis de
ingestdo para minerais essenciais e niveis maximos permitidos para os
elementos téxicos, sdo fundamentais nos estudos de salde do homem em
relagdo ao meio ambiente. Tanto 0os minerais como 0s metais toxicos sédo
incorporados ac meio ambiente através do ar, agua, solo ou alimentos e
concentram-se em alguns organismos, sendo depois transferidos através

da cadeia alimentar para o homem.

A analise elementar em matrizes de interesse é utilizada para
esclarecer a ligac&o bioquimica fundamental entre os elementos quimicos
e 0S organismos vivos, avaliar as condicdes de salde publica associadas
a contaminacdo ambiental por metais pesados e habitos alimentares de
populacdes ou grupo de individuos; diagnosticar doencas e monitorar os
tratamentos terapéuticos nas areas de higiene ocupacicnal e medicina

preventiva .
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Os elementos quimicos podem ser classificados em trés grupos, de
acordo com as quantidades encontradas em certos tecidos, &rgdos ou
fluidos corpéreos, a saber: macro constituintes ou estruturais (C, H, N e Q);
micro constituintes (Ca, Cl, P, K, Na e Mg); elementos trago (As, Cr, Co,
Cu, F, |, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Si, Sn, V, Zn, Cd, Hg, Pb)®.

Os elementos trago, apesar de apresentarem baixas concentragées
em tecidos, alimentos e na maior parte das matrizes investigadas, exercem
fungbes biolégicas importantes. Especialistas das areas de saude e
nutri¢gdo humanas da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS, FAQ e |IAEA),
tdm dado grande énfase a pesquisas relacionadas a esse grupo de

elementos.

Estes especialistas, abordaram questdes sobre a funcdo de 17
elementos trago na nutricdo e saude humanas em reunido realizada em
Genebra — junho de 1990, com objetivo de formular diretrizes de
recomendacdes de ingestdo e estabelecer limites de seguranca de

exposicdo ambiental para certos metais pesados®.

Segundo esses especialistas, “A caracteristica de um elemento
trago com significado nutricionai @ sua intervengao essencial nos
processos fisioldgicos ou seu potencial de toxidade guando presentes em
concentragbes baixas em tecidos, alimentos ou agua potavel “; e podem

?

ser classificados em trés grupos distintos a saber:

1- Elementos trago essenciais (lodo, Zinco, Selénio, Cobre,
Molibdénic e Cromo), 2- Elementos traco provavelmente essenciais
( manganés, silicio, niquel, boro e vanadio) e 3- Elementos potencialmente
toxicos, alguns possivelmente com fungbes essenciais ( fluoreto, chumbo,

cadmio, mercurio, arsénico, aluminio, litio e estanho).



A necessidade da analise quimica desses elementos em matrizes
representativas que possibilitem a monitoragéo da ingestao dos nutrientes
e metais tdxicos, tem aumentado o numero de pesquisas e publicacdes
relacionadas a otimizagao de metodologias de prepara¢do de amostras e

determinac&o instrumental .

No entanto, a determinacdo instrumental de tracos de metais em
amostras biologicas ou de alimentos, requer algum tipo de pré - tratamento
ou solubilizagdo total da amostra para a maior parte das técnicas
empregadas. As etapas de preparacdo constituem a maior fonte de erros
em analises, provenientes de perdas ou contaminagbes de varias

espécies ©.

No estudo de metodologias de dissolucdo de matrizes orgénicas, ha
que se considerar fatores relacionados tanto a natureza da amostra como
também a tecnica escolhida para determinagao final, sendo que as faixas
de concentracdo de alguns elementos de interesse nessas matrizes,
encontram-se muito proximas do limite de detecgdo das técnicas
instrumentais. Portanto, os cuidados na preparacdo da amostra torna-se

condicdo essencial para obtencéo de resultados confidveis €.

A literatura disponivel sobre o assunto € ampla e aborda tanto
aspectos relacionados a fung¢des dos elementos como preparacdo de
amostras e técnicas instrumentais. O avan¢o tecnolégico da area de
instrumentacdo oferece atualmente equipamentos capazes de analisar
praticamente todos os elementos com exatiddo adequada. Por outro lado
os metodos de preparagdo de amostras, até recentemente estavam
limitados as técnicas convencionais, com aquecimento condutivo em
sistemas abertos; com utilizacdo de chapa elétrica, bequer, mufla e

métodos de fusao ©'9.
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A partir de 1975, com © advento da utilizagdo da energia de
microondas como fonte de aguecimento na decomposi¢ao de matrizes de
interesse, as publicagbes especificas nesta area tém aumentado
drasticamente. No entanto, em 1974 HESEK e WILSON " ja utilizam um

equipamento de microondas tipo doméstico para secagem de materiais.

A utilizagdo dos equipamentos com fonte de microondas para
decompaosi¢cdo de amostras bioldgicas em meio &cido foi iniciaimente
demonstrada por SAMRA e col. " que analisam os contelidos de zinco,
cobre e chumbo pela técnica de absorgdo atdmica, sendo que os
resultados mostraram-se satisfatérios quando comparados aos valores

certificados.

Apesar de todas as vantagens demonstradas por alguns
pesquisadores, esta nova tecnologia ndo foi grandemente difundida até
1984, sendo que muitos pesquisadores ainda utilizam métodos
convencionais comparando os resultados analiticos entre a metodologia
convencional e a utilizacdo desta nova fonte de energia para

decomposicao de amostras.

IIDA e col. ¥ comparam os resultados obtidos por espectrometria
de absor¢do atdémica (AAS), para os elementos cobre, zinco, manganés,
ferro, calcio € magnesio em figado bovino, apos aplicagao de diferentes
metodologias de dissolugdo efetuadas com acidos nitrico e perclérico em
frasco de teflon, revestido por bloco de ago inox; frascos abertos com
condensadores adaptados e queima prévia da matriz em mufla elétrica. Os
valores obtidos foram concordantes entre os procedimentos, porém os
valores dos brancos analiticos foram &ltos e dispersos nestes

procedimentos.

REAMER e VEILLON “* comparam os resultados de selénio
obtidos por AAS com geracdo de hidretos, em materiais biologicos

digeridos em acidos fosférico, nitrico e peréxido de hidrogénio,



decomposicio via seca em plasma de oxigénio e decomposicdo em mufla
elétrica. Alguns parémetros como, rapidez, seguranca e eficiéncia foram
observados, sendo que 0s resultados obtidos para a dissolucdo acida

foram mais satisfatorios.

LADEFOGED " compara dois métodos convencionais para
determinacdo de zinco em dietas por AAS, aplicando-se extragdo acida
com &cido cloridrico por 24 h e digestdo com &cidos nitrico, sulfdrico e
perdxido de hidrogénio. Os resultados de testes de recuperacéo para o
elemento indicam a mesma eficiéncia e maior rapidez para a metodologia

de extragao acida.

BARRET e DAVIDOWSKI “®, utilizam um equipamento comercial de
microondas 600 W, modificando o sistema de exaustdo utilizado por
SAMRA, para determinacdo de mercurioc em peixes, evitando-se assim

problemas de corros&o do equipamento.

NADKARNI @7 utiliza forno de microondas doméstico com
dessecador & vacuo adaptado no interior da cavidade do equipamento e
béqueres de teflon para a dissolugdo de varias matrizes geoltgicas e
biolcgicas com agua régia e acido fluoridrico, na determinacéo de 25
elementos por ICP-AES. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos para materiais de referéncia apresentando precisdo e exatiddo

aceitaveis.

Desde entéo, os sistemas operacicnais dos equipamentos com fonte
de microondas foram otimizados, principalmente com a utilizacdo de
sistemas de exaustdo, controladores de presséo e temperatura e materiais

dos frascos, tornando a metodologia mais segura e confiavel.

FEINBERG e col. “® utilizam equipamento de microondas tipo

frasco aberto para determinacao de nitrogénio em alimentos, e observam a
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reducdo do tempo de andlise quando comparada aos métodos

convencionais.

LAMBLE e HILL " descrevem mais de 180 resumos relacionados a

digestao de amostras utilizando a energia de microondas.

Neste trabalho os autores comentam a eficiéncia dos sistemas de
digestdo (frascos abertos ou fechados), para cada tipo de matriz e
elementos analisados, os métodos e sistemas de digestdo, reagentes

utilizados, tempo de aquecimento e técnica de determinacéo instrumental.

Os resultados dos elementos individuais abrangem mais de vinte
técnicas instrumentais, no entanto a maior parte refere-se a determinagdes
espectrometricas por emissdo ou absorgdo atdmica e espectrometria de

massa.

As determinacdes instrumentais por voltametria de redissolugao
anddica, constam de apenas quatro citagcdes, sendo que as matrizes
analisadas sdo materiais de referéncia certificados de tecidos biolégicos,
amostras boténicas e geoldgicas do NIST (National Institute of Standards
and Technoiogy, USA); BCR { Community Bureau of Reference) ou do
NRCC ( National Reserch Council of Canada), os quais foram submetidos
a diferentes métodos de dissolugdo em equipamentos com fonte de

microondas.

Nestes ensaios, foram obtidos resultados satisfatérios para os
elementos niquel e cobalto em “Lobster Hepatopancreas” (NRCC); zinco,
cadmio e chumbo em “Citrus Leaves” (NIST) e zinco, cadmio, chumbo e
cobre em “Bovine Liver’ 1577b e "Apple Leaves” (NIST).

Uma avaliagdo da literatura disponive! sobre o assunto ora tratado
indica que ha espaco € & desejavel que outros procedimentos analiticos,

ou adaptacdes dos ja discutidos sejam propostos.



A etapa de dissolugdo para o tipo de amostra abordado pode ser
otimizada, considerando o conteldo dos elementos a nivel de trago. A
técnica voltameétrica oferece de forma geral, bons resultados analiticos.
Portanto a associacao de tais parametros podera arrazoar os OBJETIVOS
DESTE TRABALHO, quais sejam:

—> Ofimizar e comparar os procedimentos de dissolucdo e
tratamento de amostras de dieta (coletadas pela técnica de porgcéo
em duplicata) e figado bovinc comercial, utilizando principalmente

fornos de microondas com sistema aberto ou fechado sob presséo.

= Otimizar o0s parametros instrumentais analiticos para a
determinacdo de zinco, cadmio, chumbo e cobre, utilizando a
técnica de voltametria de redissolugéo anddica por puiso diferencial
(DP-ASV).

= Aplicar as metodologias de dissolucdo e analise voltamétrica a
um lote de amostras de dieta por¢do em dupticata consumidas por

trabalhadores de industria e amostra de figado bovino comercial.
— Avaliar a metodologia de dissolucdo e analise voltamétrica

proposta com 0 uso de material de referéncia certificado
“Bovine Liver” 1577b.
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CAPITULO 2

2 CONSIDERAGOES TEORICAS DAS METODOLOGIAS DE
DISSOLUGAO E TECNICAS INSTRUMENTAIS

2.1-Métodos de dissolugdo

Os meétodos normalmente empregados para solubilizagdo de

amostras estgo subdivididos em grupos, conforme segue:
2.1.1- Decomposigio via seca, em sistema aberto (mufla)

E a técnica mais simples de decompor amostras organicas
utilizando como reagente o oxigénio atmosferico para queima da matriz,
sendo que o residuo obtido na forma de cinzas & soluvel em Aacidos

diluidos.

Esta técnica é geralmente aplicada antes da dissolugdo acida de
matrizes com altas porcentagens de material organico para determinagao
de baixas concentragbes de metais, pois permite a utilizag¢do de grandes

quantidades de amostra.

A solubilizacdo dos residuos apds gueima parcial ou completa da
fracdo organica torna-se possivel mesmo em frascos fechados sob
presséo onde a quantidade de produtos de decomposic&o da matriz é fator

limitante na utilizagao deste procedimento.
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Apesar da simplicidade da técnica deve-se avaliar e otimizar 0s
parametros operacionais e analiticos para obtencdo de resultados

satisfatorios.

A temperatura e o tempo de combustéo devem ser ajustados de
acordo com a amostra e 0 elemento a ser analisado. O emprego de
temperaturas mais altas ou longos periodos de queima, podem ser
probiematicos no que se refere a volatilizagdo de aiguns elementos ou
controle de contaminacdes (sistema aberto). Na faixa entre 450 e 550 °C, o

risco de perdas por volatilizacio para alguns elementos é menor %,

Neste trabalho, foram realizados experimentos com aplicacdo de

queima parcial da matriz utilizando mufla com fonte de microondas.

Este sistema permite programar gradientes de temperatura
compreendidos entre a temperatura ambiente e 1200 °C, evitando-se
aquecimento muito rapido e perdas por projecdo da amostra. O controle
das eventuais perdas ou contaminagbes dos eiementos pode ser realizade
através de brancos analiticos simulados com quantidades conhecidas de

solugbes padrao dos elementos de interesse.

As matrizes de dieta e figado bovino foram submetidas a
temperatura maxima de 400°C. Os diferentes procedimentos de
dissolu¢do apds queima parcial da matriz, foram comparados quanto a
eficiéncia de solubilizacdo dos residuos calcinados, tempo de analise,

numero de etapas do procedimento e consumo de reagentes.

2.1.2- Decomposigao via umida

A técnica de decomposicdo por via umida, é realizada normalmente

pelo aguecimento da amostra na presenga de &cido mineral oxidante; ou

mistura de acidos.



A técnica permite a decomposico via aquecimento convencional
(condugdo) ou sistemas que utilizam fontes de microondas. A
determinacdo de baixas concentracbes de elementos é possivel apos
conversado dos metais presentes em amostras organicas ou biologicas,

para a forma de cétions inorganicos nio volateis em meio 4cido.

O acido nitrico € geralmente empregado para destruigdo da matriz
devido as suas propriedades como agente oxidante, alto grau de pureza,
menor risco de manipulacdo, alta solubilidade dos sais inorganicos

correspandentes, facil eliminac&o devido ao seu baixo ponto de ebuligzo.

Sendo a matriz demasiadamente refrataria ac ataque pelo acido
nitrico, utiliza-se o peréxido de hidrogénio como coadjuvante nessa

destruicio.

2.1.2.1-Decomposicdo via umida e aquecimento por fontes

convencionais (condugéao).

E a técnica mais comum utilizada em quimica analitica para
decomposicdo de varios tipos de matrizes. A solubilizagdo é normalmente
efetuada em chapas elétricas onde a amostra € colocada em recipientes

abertos como béqueres, cadinhos ou em recipientes com refluxo.

A eficiéncia da técnica depende do tipo e da quantidade de amostra,
poder oxidante e temperatura de ebulicdo do acido ou misturas oxidantes

utilizadas.
A solubilizagao de grandes quantidades de amostras organicas

utilizando sistemas abertos implica no aumento do consumo dos reagentes

e tempo de reacao.

LMISHAQ) NACIONSL BE ENEREBIA NUICLEAH/SP  IPEs
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Os valores dos brancos analiticos, a flutuacdo dos resultados finais
e a dificuldade de contraie de contaminagdes provenientes do ambiente do

laboratério sdo maiores quando comparados aos sistemas fechados .

2.1.2.2- Decomposicdo por via umida e aquecimento por fonte

de microondas,

E um método que possui técnicas modernas de preparagio de
amostras, sendo uma alternativa excelente em relacdo as técnicas

convencionais de decomposicao.

Os principais componentes dos equipamentos incluem o gerador de
energia {(magnetron), o guia de ondas, a cavidade do microondas, um
ventilador em forma de laminas que reflete e espalha a radiagdo dentro da
cavidade e um carrossel que proporciona uma rotacdo controlada dos

recipientes de digestéo.

Os frascos de digestdo sdo constituidos de materiais transparentes
a energia de microondas e portanto o calor produzido € transferido
diretamente para a solucdo. A energia de microondas interage
simultaneamente com as moléculas do solvente e da amostra aumentando

a velocidade de solubilizag&o da matriz.

A eficiéncia da dissolucdo depende da programacdo adequada de
parametros operacionais como poténcia, pressdo e tempo e estdo
associadas ao tipo do equipamento, a natureza da matriz e as

propriedades dos agentes de decomposicao.
Os equipamentos podem ser classificados de acordo com o tipo de

recipiente de digestdo e como a radiagdo de microondas interage com a

amostra e o solvente, conforme segue ©":
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2.1.2.2.1-Equipamentos tipo frasco aberto com refluxo e fonte

focalizada.

Este tipo de equipamento opera a pressdo atmosférica, utiliza
frascos de vidro, quartzo ou paolitetraftuoretileno (PTFE), possibilitando a

utilizag&o de varios tipos de agentes de dissolugao.

O controle da perda de elementos volateis é realizado através de
um refluxo que condensa os vapores, permitindo a adicdo de reagentes
entre as etapas programadas sem necessidade de abertura dos frascos ou
resfriamento da solucdo. Por outro lado necessita maior eficiéncia do

sistema de exaustio ou coleta de gases.

A dissolu¢do de guantidades maiores de amostras torna-se possivel
devido a aplicacéo da radiagcdo de microondas focalizada que proporciona

o recebimento de quantidade maxima da energia aplicada.

Neste sistema o0s programas de digestdo sdo compostos de uma
serie de etapas caracterizadas pela aplicagdo controlada da poténcia, do
tempo em minutos € do volume de reagentes. Os parametros de poténcia e
tempo devem ser convenientemente programados a fim de se obter total
dissolugdo da amostra. O tempo necessario para a dissolug@o de matrizes
organicas com o uso de acido nitrico e perdxide de hidrogénio € maior
quando se utiliza este tipo de sistema, se comparado ao sistema fechado,

descrito abaixo.

A mineraliza¢do de matrizes que contém altos teores de gordura,
proteinas e carboidratos costuma ser problematica; neste caso deve-se
aplicar um aumento gradual da poténcia, evitando-se assim a perda da
amostra devido a formacgdo excessiva de produtos de decomposicdo que

podem ser projetados através do refluxo.



2.1.2.2.2-Equipamentos tipo frasco fechado

Na dissolugdo de amostras organicas em recipientes fechados sob
pressdo a temperatura de decomposigéo esta associada ao material do
frasco de reacéo, enquanto que a quantidade de amostra € determinada

pela pressdo maxima permitida no interior dos frascos.

Geralmente utilizam-se frascos constituidos de polimeros especiais
como o PTFE, que possuem alta resisténcia quimica e térmica, suportando

pressdes de até 20 bar (1 bar = 0,9869 atm) e temperatura de até 200 °C.

O material dos frascos € inerte quimicamente e ndo contamina a
amostra, porém alguns elementos difundem-se no PTFE causando um
efeito memoria e erros sistematicos em analises de tragos, principalmente

gquando a amostra € submetida a aitas pressbes e temperaturas.

Apesar do alto poder oxidante e eficiéncia na destruicdo da matriz
orgéanica dos acidos sulfurico e perclorico, ndo é aconselhavel o uso
destes acidos para dissolugédo em frascos de PTFE sob presséo, devido
aos riscos de explosdes ou comprometimento da estrutura do material dos

frascos.

Normalmente as dissolugbes sdo efetuadas com o uso de acido
nitrico, pois seu potencial de oxidagdo aumenta substancialmente com o
aumento da temperatura, quando utilizado em frascos fechados sob

pressao.

A mistura com perdxido de hidrogénio apds solubilizacdo da maior
parte da amostra acelera a decomposicdo dos residuos organicos
remanescentes. A eficiéncia da dissolugdo de varias amostras em um
unico programa, depende em parte da uniformidade da distribuicdo de

energia dentro da cavidade do microondas.
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Essa uniformidade no aguecimentc e conseqUente dissolugdo de
varias amostras & obtida através do uso do carrossel que submete os

frascos a rotacdo controlada de 360°.
Dentre as principais caracteristicas positivas desta técnica, estao:

- Facilidade em decompor sélidos resistentes a acidos em sistemas
abertos.

- Menor tempo de dissolu¢do (maiores temperatura e presséo)

- As perdas por volatilizacdo sdo menores

- A contaminagéo pela atmosfera externa é menor

- Menor consumo de reagentes, pois n&o ha evaporacao do acido

- Menor risco de contaminag&o com valores de branco diminuidos

- Diminuicdo de riscos de manuseio, pois 0s vapores gerados

permanecem dentro do recipiente

Apesar dos avan¢os obtidos nas técnicas de decomposigcdo que
utilizam fontes de microondas, a dissolugdo de matrizes com alto teor de
gorduras e proteinas é incompleta, quando utiliza-se somente acido nitrico

e temperaturas de até 180 °C.

Produtos de decomposi¢do de proteinas como o0s aminoécidos
(fenilanina, histidina, triptofano, metionina) e de gorduras como ¢ acido
linoleico, permanecem em solugdo aquosa e sioc problematicos
especialmente para voltametria. Nas tecnicas espectrométricas, a
presenca de compostos organicos na solu¢ao pode ser causa de fonte de

erros na radiacdo de fundo e diminuigdo da eficiéncia de nebulizagio.



Em matrizes bioldgicas a parte orgénica constitui a maior fragéo da
amostra, e ¢ método de dissolugao escalhido deve proporcionar total
recuperacaoc dos elementos de interesse, conciliando fatores como
rapidez, seguran¢a e ainda a compatibilidade com a técnica de

determinagéo final .

Os residuos remanescentes da decomposigdo acida de varios

materiais bioldgicos em sistema fechado, foram analisados sob a forma de
carbono residual (RCC) por WURFELS e JACHWERT @,

A identificacdo desses compostos foi realizada com a utilizagdo das
tecnicas de espectrofotometria de infravermelho (IR), espectrometria de
ressonancia magnetica nuclear (NMR) e cromatografia gasosa (GC). Os
autores demonstram que 0S compostos identificados modificam os
voltamogramas dos elementos Zn, Cd, Pb e Cu quando analisados por
voltametria inversa (SWASV) em amostra de figado bovino. Para oxidar
completamente estes residuos presentes em matrizes organicas, 0s
autores indicam o emprego de temperaturas de 300 °C, gue somente &
obtida com a técnica de queima sob alta pressdo (HPA), onde se utilizam

frascos de quartzo.

Uma alternativa a esse procedimento, proposta neste trabatho, é a
evaporagdo completa da solucéo resultante da solubilizag&o até secura, e
digestao proiongada dos residuos remanescentes em &cido nitrico

concentrado e peroxido de hidrogénio em chapa elétrica.

Essas etapas devem ser conduzidas preferencialmente em ambiente

controlado e capela de fluxo laminar classe 100.

Como ja mencionado anteriormente (introdugdo, paragrafo 10), as
etapas de pré tratamentos ou decomposicdo da matriz, constituem a

principal via de contamina¢do em analise de tragos.

OMISSAD NAGIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP  IPEe
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Essa possivel contaminagdo é introduzida de varias formas e
portanto, deve ser monitorada a partir da obtengao de brancos analiticos
confiaveis, que representem todas as etapas do procedimento desde a

pesagem da amostra; pré tratamento até a determinagao final #*.

A qualidade dos reagentes e descontaminacée dos recipientes
utiizados sao também dois dos principais fatores que devem ser

considerados no controle das contaminagdes em andlise de tragos.

A qualidade dos reagentes pode ser melhorada com procedimentos
de destilagdo por sub ebulicdo e a descontaminagdo dos materiais e
recipientes pode ser efetuada, conforme as indicacdes citadas na

literatura *>%%

2.2- Técnicas Instrumentais

Varias técnicas instrumentais oferecem limites de deteccgéo
adequados para analise elementar ao nivel de tracos. Por outro lado, a
obtencao de resultados precisos e exatos depende da otimizacdo de
parémetros operacionais da técnica escothida. A escolha da técnica
instrumental depende de fatores como: numero de amostras, custo e

tempo gasto na analise.

Nos ensaios preliminares do presente trabalho aplicaram-se outras
tecnicas instrumentais alem da voltametria. Por este motivo, descrevem-se

a seguir alguns parametros de tais técnicas.

2.2.1- Voltametria de redissolugdo anédica por pulso diferencial
(DP-ASV)

A voltametria € uma técnica onde estudam-se as relacbes tenséo,

corrente e tempo. O voltamograma fornece informagdes analiticas de
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identificacd0 e concentra¢do do metal através do potencial e altura da

onda polarografica ©"?",

Na voltametria de redissolucdo anddica os processos eletroguimicos
ocorrem em duas etapas, pré — concentragéo, e redissolugdo (stripping).
Na primeira etapa, a deposigdo dos metais presentes na solucdo &
realizada por redugédo eletroquimica a potenciais negativos, sendo
concentrados na superficie do eletrodo de trabalho, que na maioria das

vezes é um eletrodo de mercurio.

Apods a etapa de deposicdo ou pré concentracdo, as espécies de
interesse, que estdo na forma metalica de amalgama com o mercurio, sdo
quantificadas na etapa de redissolugéo (stripping). Esta etapa € realizada
através de uma varredura linear de potencial na direcdo anddica
(potenciais mais positivos). Quando o sistema alcan¢a o potencial de
oxidag&o do metal, a corrente gerada € proporcional & concentracda do

metal na amostra ®®.

As principais causas de interferéncias, especificas da técnica sio: a
presenca do oxigénio na solugéo de trabalho, 0 qual deve ser removido,
borbulhando-se um gas inerte na sofugdo, geralmente o nitrogénio;
formagdo de compostos intermetalicos; sobreposicdo de ondas
polarogréficas de metais com potenciais de oxidagdo muito proximos e
interferéncias devido a substancias organicas que permanecem em
solugdo aquosa; as quais podem ser reduzidas ou eliminadas, através da
aplicacdo de parametros adequados na preparacdo das amostras ou

condicdes operacionais do equipamento ©2.

2.2.2- Espectrometria de emissdo com fonte de plasma induzido

A técnica caracteriza-se como muitielementar nas determinagdes de

baixas concentragdes.

OMISSAC NATINNAL DFE FNERGIA NUCLFAR/SPF  1PE3
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O principio fundamenta! da técnica é a excitagdo de atomos a um
estado de alta energia, que posteriormente voltam ac seu nivel de energia
mais baixo emitindo radiacdc de energia e comprimento de onda

caracteristicos.

A fonte de excitag@o € o plasma de argbnio que consiste em um gas
parcialmente ionizado, gerado através de campos eletromagnéticos de alta
frequéncia. Os espectros de emissdo registrados sdo especificos para
cada elemento, sendo gue a intensidade da linha do espectro de emisséo

é proporcional & concentragdo do elemento ©".

2.2.3- Espectrometria de absorgao Atdomica com forno de grafita

A técnica de absor¢&o atdmica baseia-se no principio fundamental
de que um atomo € capaz de absorver radiacio do mesmo comprimento de
onda que emitira normalmente quando excitado. A técnica emprega
atomizag@o sem chama sendo gue a fonte de energia consiste em uma

corrente elétrica gue aguece um tubo de grafita.

A amostra € introduzida no tubo de grafita e durante o aquecimento
ocorrem 0s seguintes processos: secagem da amostra, volatilizagdo dos
compostos organicos, atomizagdo, absor¢do da radiacéo e producdo do
sinal analitico ou pico de absorgdo caracteristico de cada elemento. A
absorgdo dessa radiagdo € uma medida da populacdo de atomos

existentes e portanto da concentragio.

A utilizacdo do forno de grafita promove a obtencdo de altas
temperaturas de atomizagdo e conferem alta sensibilidade a técnica,
principalmente quando comparada com tecnicas de espectroscopia com

chama ©@.



CAPITULO 3

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1- Tipos de amostras e reagentes

3.1.1- Amostra de dieta infantil, por¢do em duplicata, procedente de
um estudo de avaliag&o do conteudo de elementos essenciais e tdxicos em
dietas consumidas por criangas da creche central da Universidade de Sao

Paulo.

3.1.2- Amostras de dieta de adultos, por¢do em duplicata,
procedentes do projeto "Estudo de dietas consumidas por trabalhadores de
inddstrias em relacdo aos seus constituintes nutricionais e contaminantes
metalicos”, FAPESP - 1999.

3.1.3- Amostra de figado bovino comercial, comprado no mercado
nacional, que foi triturada, homogeneizada e liofilizada. Esta amaostra foi
distribuida para os laboratorios integrantes do projeto de estudo de dietas

consumidas por trabalhadores de industria.

3.1.4- Material de referéncia certificado, amostra de figado bovino
“Bovine Liver’ 1577b, NIST.

3.1.5- Material de referéncia certificado, amostra de dieta totai
“Total Diet” 1548, NIST.
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3.1.6- A agua utilizada em todas as etapas de preparacéo e diluigéo

& do tipo |, obtida por sistema de purificagdo Easy Pure UV.

3.1.7- O &cido nitrico e o peréxido de hidrogénio utilizados nas

etapas de preparagao sao da marca MERCK, grau PA.

3.1.8- O eletrdlito suporte utilizado nas determinagbes voltamétricas
foi preparado a partir da diluicdc do acido nitrico concentrado, marca

MERCK, grau suprapur.

3.2- Obtengao e preparagao das amostras

As matrizes de dieta e figado bovino, analisadas neste trabalho,
foram recebidas na forma liofilizada e acondicionadas em embalagens
plasticas apropriadas. A coleta das amostras de dieta infantil e de adultos,
foram realizadas segundo a metodologia de amostragem de por¢&o em
duplicata. Este tipo de amostragem ¢ realizada para grupos pequencs de
individuos, onde cada amostra € duplicata de todo o alimento consumido

durante o periodo de estudo .

Detalhes sobre preparagcdo e armazenamento das amostras de

material de referéncia certificado constam dos respectivos certificados.

As amostras foram armazenadas em geladeira, e submetidas a
secagem previa em estufa elétrica antes da dissolucdo. O procedimento de

secagem foi efetuado conforme 0 protocelo descrito a seguir.
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3.21- Protocolo de secagem das amostras a pressao

atmosférica

- Colocar aproximadamente 2 g de amostra num pesa - filtro,

previamente tarado, em estufa a (103 + 2) °C por 2 horas.

- Transferir o pesa - filtro para dessecador (sob vacuo) ate

temperatura ambiente.
- Pesar prontamente a 0,1 mg.
- Retornar o pesa - filtro & estufa por meia hora.

- Repetir o processo até que a diferenga entre duas pesagens néo

exceda 5 mg, ou até que haja aumento de peso.

- Caso tenha aumento de peso, usar 0 menor valor obtido para o

fator de correcao "F".
- Todo o procedimento ndo deve exceder 4 horas.

Fator de corregao

r Mi
— Mf
onde Mi=Massa inicial

Mf = Massa final

Os resultados da porcentagem de umidade obtidos nas amostras de
material de referéncia certificado (“Bovine Liver” 1577b); figado bovino e
dieta porgdo em duplicata de trabalhadores constam das tabelas 1, 2 e 3

respectivamente.
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Tabela 01 — Umidade (%) para amostra material de referéncia certificado

(“Bovine liver” 1577 b)

Amostra mi mf m H,O % H.O F
(9) (a) (9)
1 2,0017 1,8980 0,1037 518 1,0546
2 2,0048 1,9032 0,1018 5,07 1,0534
3 2,0181 1,9122 0,1059 5,25 1,0554
4 2,0175 1,9109 0,1066 5,28 1,0558
% Umidade meqia = 5,20 F medic = 1,0548
Tabela 02 - Umidade (%) para amostra de figado bovino comercial
Amostra mi mf m H,O % H.0 F
(9) (9) (g)
1 2,0005 1,8786 0,1219 6,09 1,0849
2 2,0029 1,8828 0,1201 6,00 1,0638
3 2,0061 1,8879 0,1182 5,80 1,0626
4 2,0044 1,8903 0,1141 570 1,0604

% Umidade média — 5,92

F meédio = 1,0629



Tabela 03- Umidade (%) para amostras de dieta porgdo em duplicata

consumidas por trabalhadores de industria.

Amostra mi mf m H,O % H,0O F
(g) (9) (9)

DT-4 2,0128 1,9175 0.0953 4,73 1,0497

DT-6 2,0973 1,9848 0,1125 5,36 1,0567
DT -14 2,0429 1,9511 0,0918 4,49 1,0471
DT - 16 2,0496 1,9373 0,1123 5,48 1,0580
DT -18 2,0404 1,9565 0,0839 4,11 1,0429
DT -20 21218 1,9933 0,1285 6,06 1,0645
DT -22 1,9351 1,8318 0,1033 5,34 1,0064
DT -26 2,0044 1,8920 0,1124 5,61 1,0594
DT -30 2,0470 1,9233 0.1237 6,04 1,0643

% Umidade média = 5,25

F médio — 1,0554

3.3- Equipamentos para dissolugdo e preparagdo de amostras

3.3.1- Forno para digestdo de amostra tipo frasco aberto com refluxo
e fonte focalizada (MWA) - SPEX 7400 com poténcia de 300 W.

3.3.2- Mufla com fonte de microondas - (MMW) - CEM, MAS 7000,

poténcia de 975 W com operacionalidade entre temperatura ambiente e

1200 °C.

com controle de pressao - CEM, MDS 2000 com poténcia de 650 W.

3.3.3- Forno para digestdo de amostra tipo frasco fechado (MWF),
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3.3.4- Forno para digestdo de amostra tipo frasco fechado (MWF),
sem controle de pressdo — PROVECTO, DGT 100 plus com poténcia de
1000 W.

3.3.5- Equipamento para purificagdo de agua EASY PURE - UV.

3.3.6- Capela de fluxo laminar classe 100.

3.3.7- Equipamento de ultra-som para homogeneizagdo e
solubilizacdo de amostras, marca THORNTON.

3.4- Equipamentos para determinagéo instrumental

3.4.1-Analisador polarogréafico PARC modelo 174 A com eletrodo de
mercurio 303 A, modo HMDE e eletrodo de referéncia Ag / AgCl.

3.4.2-Espectrometro de emissdo atdbmica com plasma acoplado,
Jarrel-Ash- Atom Comp series-800 (IPEN - SP).

3.4.3-Espectrometro de emissdo atdmica com plasma acoplado,
Espectro Flame - Spectro Modula (IQ-USP - SP).

3.4.4-Espectrébmetro de absor¢cdo atdmica com forno de grafita,
Perkin Elmer - Analyst 800 (IPEN - SP).

S SA0 NAGIONAL BE ENERGIS NUCLEAR/SP  IFED
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3.5 Ensaios preliminares

No presente trabalho, foram realizados alguns ensaios preliminares
de dissolugdo em matriz de dieta infantii e matriz de figado bovino
comercial utilizando-se algumas técnicas descritas na literatura

consultada.

Nestes ensaios, variaram-se parémetros como: massa inicial das
amostras entre 0,25 e 0,5 g para matriz de dieta infantil e de 052 2,0 g
para matriz de figado bovino. As metodologias de dissolugido aplicadas
envolveram desde aquecimento convencional por condugao e utilizacdo de
recipientes abertos (SA) até metodelogias de dissolugdo com aguecimento
por energia de microondas em equipamentos que utilizam frasco aberto

com refluxo (MWA) ou frasco fechado com controle de pressao (MWF).

Foram aplicados procedimentos de pré tratamento tais como:
digestdo acida a temperatura ambiente ou queima parcial da matriz
organica em mufla com fonte de microondas (MMW), para facilitar a

dissolugao e diminuir a formac&o excessiva de produtos de decomposicéo.

Todas as amostras foram submetidas a tratamento de eliminagéo de
matéria organica remanescente da dissolugido em chapa elétrica com acido
nitrico concentrado e peroxido de hidrogénioc 30%. O controle de
contaminacdes foi realizado através da obtencdo de brancos analiticos
conduzidos paralelamente as amostras ou simulados com as guantidades

dos reagentes.

Compararam-se os resultados dos conteldos dos elementos entre
experimentos conduzidos em ambiente controladoe com capela de fluxo

laminar classe 100 (LL) e laboratérios convencionais (LC).
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Foram avaliados parametros de eficiéncia de dissolucdo, tempo
envolvido nessa etapa, consumo de reagentes, controle de contaminagbes
e resultados finais dos conteddos dos elementos, sendo a determinagéo
desses elementos efetuada por técnicas de voltametria, espectrometria de

emissao e absorcao atdmica.

A partir da avaliagdo dos resultados desses ensaios estabeleceu-se
a metodologia de dissolugdo a ser aplicada ao lote de dieta de
trabalhadores e amostra de figado bovino comercial. Para a validacdo
desta metodologia utilizamos o material de referéncia certificado Bovine
Liver 1577 b(NIST).

A determinagao instrumental pela técnica voltamétrica foi otimizada
apds analise dos conteudos dos elementos no material de referéncia

certificado e sera discutida com detalhes em capitulo posterior.
Um resumo descritivo das etapas das metodologias aplicadas as

amostras de dieta infantil e figado bovino comercial referentes aos ensaios

preliminares constam das tabelas 4 e 5 respectivamente.
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3.6 Preparacgao e analise instrumental das solugdes resultantes
das dissolugcdes das amostras de dieta infantil e figado bovino,

referentes aos ensaios preliminares

Apds a eliminagdo completa dos residuos orgénicos remanescentes
em chapa de aquecimento e béquer por digestdo em acido nitrico e
peroxido de hidrogénio, as amostras foram transferidas para balbes
volumetricos de 10 ou 25 ml, sendo os volumes completados com &cido

nitrico 1% (v/v).

Os resultados dos contetidos dos elementos zinco, cadmio, chumbo
e cobre nestes primeiros ensaios de dissolugdo foram analisados por
voltametria de redissolugcdo anddica por pulso diferencial (DP-ASV) e por

espectrometria de emisséo com fonte de plasma induzido (ICP-AES).

O contetdo de Cd referente a algumas metodologias de dissolugéo
aplicadas em amostras de figado bovino foi comparado com o obtido pela

técnica de absorcac atdmica com forno de grafita (GF-AAS).

A determinagéo dos conteudos dos elementos por espectrometria de
emissao atdmica (ICP-AES) para as metodologias 1, 2, 3, 8, S, 10, e 11 foi
efetuada no equipamento Jarrel — Ash — Atom. Comp. series — 800 (IPEN),
cuja calibragéo foi obtida pela constru¢do da curvas analiticas de dois
pontos, situadas entre 0 a 10 pg.ml* para Zn, Cd, e Cu. Para a
determinagcdo do elemento chumbo, utilizou-se curva analitica entre
0e 100 pg.ml™,

Nas demais metodologias (4, 5, 6 e 7), as determinacdes foram
efetuadas no equipamento Spectro Analytical Instruments, Espectro

Flame-Spectro Modula (IQ-USP - SP), cuja calibracdo foi obtida pela

OMSSAD NAGIONAL DF ENERGIA NUCLEAR/SP e
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construcdo da curva analitica, utilizando-se diluicdes convenientes de
solugGes de padrdes certificados, ALFA AESAR — Specpure na faixa de

concentracio entre 0,1 € 10 pg.ml™ .

As determinacgdes do conteudo de Cd pela técnica de GF-AAS foi
efetuada no equipamento Perkin Elmer-Analyst 800, cuja calibracao foi
obtida pela construgdo de curva analitica situada entre 1 e 4 pg.l’ do

elemento cadmio em 228,8 nm.

As determina¢des dos conteudos dos elementos pela técnica de
voltametria de redissolug@o anddica por pulso diferencial, para todos os
experimentos, foram efetuadas no analisador polarografico PARC modelo
174 A com etetrodo de mercuric 303 A, modo HMDE e eletrodo de
referéncia Ag / AgCl.

Aliguotas com concentracdes convenientes para a obtengdo dos
voltamogramas de cada elemento foram pipetadas da solugdo original,
levadas a secura, e retomadas em acido nitrico diluido (0,006 moI.I'1)

utilizado como eletrdlito suporte.

Os parametros operacionais das medigdes foram: tempo de pré
concentracdo de 120 ou 180s, 30 s de repousoc varredura de 5 mv.s™:
potencial de pulso de 50 mV. Empregou-se o método de adi¢do padréo
para a determinacao dos elementos, utilizando-se  solugbes
convenientemente diluidas a partir de padrées monoelementares
concentrados MERCK ..

Os resultados referentes aos conteudos dos elementos zinco,
cadmio, chumbo e cobre para as amostras constam das tabelas 6 e 7 e
apresenta-se no proximo item uma breve discussdo sobre esses ensaios

preliminares.
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3.7 Discussdes sobre as metodologias de dissolugao e avaliagdao dos

resultados dos conteudos dos elementos obtidos nos ensaios preliminares

A avaliagdo dos resultados dos conteudos dos elementos obtidos
nos ensaios preliminares é relevante e orientou ¢ estabelecimento de uma
metodologia de dissolu¢do otimizada e conveniente para as matrizes
citadas, embora énfase, neste ponto do trabalho, tenha sido dado

principalmente para a etapa de dissolugao das amostras.

Os parémetros que foram mais cuidadosamente analisados s&o 0s
relativos a quantidade de amostra tratada, tipo de equipamento utilizado,
método de digestdo e numero de etapas envolvidas. Procurou-se em todas
as situagdes adequar esses procedimentos a sensibilidade da metodologia
analitica instrumental e aos cuidados referentes as possibilidades de

contaminagao pelo ambiente de trabalho ou pelos reagentes.

A seguir, discutem-se esses parametros que foram considerados
mais relevantes para o estabelecimento da metodologia de dissolucéo e
determinacéo final a ser aplicada ao lote de amostras de dieta porgdo em
duplicata consumidas por trabalhadores de industria e figado bovino

comercial, proposta neste trabalho.

3.7.1- Quantidade da amostra:

Diversos fatores devem ser levados em consideragdo quando a
quantidade de amostra estd em questdo. O compromisso entre essa
quantidade, a sensibilidade do método analitico nas determinagdes de
tragos e as dificuldades inerentes ao processo de dissolugdo deve ser

avaliado cuidadosamente.



No caso especial da amostra dieta infantil, com baixissimos teores
de chumbo e cadmio, praticamente € impossivel trabalhar com
quantidades iguais ou menores que 250 mg tanto em sistemas abertos
como nos fechados. Nas metodologias 1, 2 e 3 os resultados analiticos
foram afetados principalmente por trés parametros. a contaminagio
ambiental, a dificuidade da obtengdo do branco e a baixa sensibilidade

para a técnica de ICP-AES.

A amostra de dieta infantil analisada neste trabalho, faz parte de um
conjunto de amostras que foram coletadas, tratadas e analisadas por
andlise por ativacdo neutrénica (AANIY®. Inumeros elementos foram
determinados por esta tecnica. Os elementos zinco e cadmio, que também
foram analisados neste trabalho, apresentaram valores médios entre cerca

de 18 amostras 24,5+ 4,5 ng.g" € 20,8 + 18,8 ng.g”, respectivamente.

Os resultados para ¢ elemento zinco, obtidos por voltametria, estdo
mais proximos dos valores encontrados por AANL. No entanto, o elemento
caddmio apresenta alta flutuagdo de resultados quando analisado por

voltametria € espectrometria de emissao.

A necessidade de otimizagcdo dos parametros analiticos e
operacionais, nas determinacfes do elemento cadmio para as duas

técnicas, torna - se evidente.

A solubilizagdo de quantidades maiores de amostra (1 ou 2 g)
objetivando viabilizar as determinagdes para os elementos presentes em
baixas concentragdes, contornando assim o problema da sensibilidade,
deve ser cuidadosamente avaliada. O tempo de reacdo para dissolugéo
total, o consumo de reagentes, o controle de contaminactes devem ser

levados em consideracgao.

AISSAD NACION2L DF ENERGIA MUCLEAR/SP IFES
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Especialmente para quantidades desta grandeza & necesséria a
utilizacdo de sistemas abertos, visto que os frascos de digestdo para
sistemas fechados, com exce¢do dos adequadamente construidos n&o

suportariam as pressodes resultantes dessa solubilizagéo.

Outra dificuldade nas dissolugbes de grandes quantidades de
amostras organicas é a transferéncia quantitativa da solucéo resultante
para os béqueres, onde serd realizada a etapa de eliminagdo completa dos

residuos remanescentes da dissolugao.

Tratamentos prévios que faciliem a decomposicdo ou eliminem
parte da fragdo orgénica antes da dissolugdo, podem ser utilizados para
maiores ou menores quantidade de amostras. A queima prévia também
favorece o manuseio de grandes quantidades de amostra com alto teor de
carbono, transformando-o em cinzas soluveis em acidos. Por outro lado,
aumenta-se o risco de perdas de elementos por volatilizagdo ou projegéo,

caso a temperatura de aquecimento ndo seja muito bem controlada.

Alternativamente pode-se aplicar um periodo de digestdo acida, no
qual grande parte da matriz organica € eliminada. E claro que quanto
maior a quantidade de amostra, maior o fempo de digestdo e maior a
guantidade de reagentes consumidos. Mas, nesse caso o tratamento é
efetuado em frascos fechados e na temperatura ambiente, reduzindo o

risco de contaminagao ambiental € perda dos elementos.

Neste trabalho foram aplicados ambos os procedimentos: a queima
previa da amostra em mufia (metodologias 5, 10 e 11) e digestdo acida na
temperatura ambiente por periodos de 24 ou 48 h, associada ou ndo a

agitacao por ultra som (metodologias 4, 6 e 7).

Observou-se gue o segundo tratamento foi téo eficiente quanto o
primeiro, com a vantagem de ndo ser necessaria a transferéncia da

amostra para outros frascos e dificultar a perda de elementos.
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Além da digestao acida por tempo determinado, também optou-se
por utilizar cerca de 500 mg de amostra, pois desta forma, ¢ problema de
sensibilidade analitica estaria resolvido e o pré tratamento poderia ser
efetuado em tempo mais adequado. Sendc o consumo de reagentes
diminuido, menor deveria ser a possibilidade de contamina¢do em funcéo

destes.

3.7.2- Tipo de equipamento ou método de dissolugéo

Os meétodos convencionais de dissolugdo com aquecimento
condutivo e recipientes abertos utilizados nos experimentos 1 e 2
apresentaram eficiéncia para dissolugdo de aliquotas de 250 mg de dieta
infantil. No entanto, o tempo e o consumo de reagentes nestes tipos de
sistemas sdo maiores guando comparados ao experimentc 3 para a
dissolugdo da mesma quantidade de amostra. Por outro lado, nos dois
primeiros experimentos a contaminagdo ambiental & muito pouco
controlada, a ndo ser que todo experimento fosse efetuado sob ambiente

controlado e capela de fluxo laminar classe 100.

A comparagdo entre resultados dos elementos em amostras de
figado bovino fratadas em dois ambientes, laboratério convencional e
laboratorio com ambiente controlado e capela de fluxo laminar, foram
efetuadas nos experimentos 6 e 7. A dificuidade em relacdo 2
determinacéo dos elementos presentes em baixas concentragdes como o
Cd e Pb, aumenta proporcionalmente com o numero de etapas envolvidas

e principalmente em relagdo ao ambiente do laboratério.

Verificou-se que & relevante o tratamento final em ambiente
controlado (capela de fluxo laminar). Os valores encontrados demonstram
menor fluluacdo de resultados e menor contaminagdo para todos

elementos nas aligquotas tratadas em ambiente controlado.

OMISSA0 NACONE UF FNERGIA NULLE AR/3P W
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A dissolugéo de 500 mg conduzida em equipamento com fonte de
microondas tipo frasco aberto (metodologia 4) e a utilizagdo de pré
tratamentos como a digestdo acida e agitacdo em ultra som facilitam a
decomposicdo da fragdo organica da amostra, principalmente quando
associados ao aquecimento por energia de microondas focalizada
caracteristica deste tipo de equipamento. Apesar da decomposi¢do mais
répida da fragdo orgénica da matriz, a producdo excessiva de vapores na

etapa de dissolugdo, conduzida em frascos abertos, ainda & problematica.

A aplicacdo de queima prévia da amostra, metodologias 5, 10 e 11,
mostrou-se a principio muito eficiente. Porém, como a queima elimina
grande parte do material organico, ha uma diminuigdo da formacio de
6xidos nitrosos na etapa posterior. Como estes auxiliam a solubilizagéo da
amostra no tratamento sob microondas (22), esta etapa se torna lenta ou
incompleta. Se aplicado a metodologia que utiliza frascos fechados essa
diminuicéo dos oxidos nitrosos € menos critica do que a que usa frascos
abertos. Por outro lado, ha um maior consumo de reagentes na ultima
etapa de tratamento, ou seja na que elimina totalmente os residuos
orgéanicos, trazendo portanto possibilidades de contaminagéo e alteracao

do branco.

Um procedimento utilizado para acompanhar essas contaminacbes
em sistemas abertos, consiste em adicionar 4 amostra ou aos brancos

analiticos, quantidades diferentes da substancia de interesse.

Neste trabalho este procedimento foi aplicado aos brancos
analiticos dos experimentos 5, 9 e 11, onde foram efetuadas adiges das
quantidades esperadas na massa de amostra utilizada em cada

experimento.

Os resultados encontrados no experimento S5, apresentam altos

niveis de contaminagio tanto nas amostras como nos brancos.
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Essa dificuldade no controle dessas contaminagdes afetou
diretamente os resultados dos elementos zinco, cadmio e chumbo, que
apresentaram alta dispersdo, ja que os brancos simulados podem nao

representar as contaminagdes que ocorrem nas amostras “*.

Nos experimentos 9 e 11, a dificuldade no controle dessas
contaminagbes € menor, pois 0s teores dos elementos em matriz de figado
bovino sdo bem maiores do que os encontrados em matrizes de dietas,

além disto foram utilizadas quantidades de 2 g de amostra.

Os teores de zinco e cobre analisados por ICP-AES, apresentaram
desvios padrao satisfatorios entre as aliguotas de cada experimento e
também menor dispersdo entre as metodologias. Comparando-se o0s
resultados dos experimentos efetuados em sistemas abertos (MMW/MWA)
e 0 experimento conduzido em sistemas fechados (metodologia 8), conclui-
se que o controle das contaminagbes foi satisfatoria nestas condigbes. Jja
a determinacao dos elementos presentes em baixas concentragées como o
Cd e Pb mostraram-se inviaveis nas condicdes analiticas adotadas, sendo
que a mesma foi prejudicada pelo fator de diluigdo. A obtengio de
resultados satisfatorios para esses elementos sé seria possivel através da
utilizagdo de no minimo 5 g de amostra, o que justificaria a utilizagao do

pré tratamento de queima parcial da matriz.

As determinacgfes desses elementos por técnicas mais sensiveis
como a voltametria e absorcdo atdmica com forno de grafita, sdo
perfeitamente possiveis nessas condigbes. Os resultados apresentam
concordéncia entre as metodologias, no entanto alguns parémetros
operacionais e analiticos da analise instrumental devem ser otimizados
para obtencao de maior exatiddo, os quais serdo discutidos no proximo

item.
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3.7.3- Analise Instrumental

A avaliacdo dos resultados analiticos obtidos nos ensaios
preliminares indicam que as etapas de preparagdc sdo de fato as
principais vias de introdugéo de erros em analises quimicas. No entanto 0s
paréametros operacicnais e analiticos da técnica instrumental também

podem afetar a precisao e exatidao desses resultados.

Os resultados analiticos obtidos pela técnica de ICP-AES, foram
prejudicados primeiramente par parédmetros analiticos como quantidade de
amostra e fator de diluicdo, especialmente nas determinacfes dos
elementos com baixas concentracges. Outro fator importante nesta técnica

é a escolha das linhas de emisséo.

As linhas de emissdo dos elementos zinco 334,5 e cobre 324,7 nm,
que sdo muito proximas, podem causar flutuacbes nas leituras desses dois
elementos. A dispersdo de resuitados observada para o elemento zinco na
amostra de dieta infantil (experimento 5), tambem & decorrente deste fator.
Nos demais experimentos, este pardmetro foi otimizado utilizando-se o
canal N+1, que possibilita a escolha de linhas mais sensiveis para cada

elemento, eliminado ou diminuindo as possiveis interferéncias espectrais.

A obtencdo de resultados satisfatdrios nas determinacbes dos
elementos Zn, Cd, Pb e Cu efetuadas pela técnica voltamétrica dependem
em parte da escolha do eletrdiito suporte adequado e parametros

operacionais estabelecidos para as condigbes analiticas adotadas.

O aumento da sensibilidade, principalmente para os elementos Cd e
Pb, é assegurado pela aplicacao da etapa de pré concentracao. Alguns
ensaios efetuados na amostra total, como forma de aumentar os teores

presentes na célula eletrolitica, ndo foram satisfatorios.
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Um aumento da concentracdo do elemento de interesse €
acompanhado pelo aumento da concentragao de sais ou metais que foram
introduzidos na etapa de preparacido, sendo responsaveis pelo aumento
da corrente residual na faixa de potencial de trabalho dos elementos de
interesse. Desta forma a utilizagdo de maior quantidade de amostra néo

implica necessariamente em aumento de sensibilidade.

Os resultados do elemento Cd pela técnica de (GF-AAS) foram

obtidos por analise de somente uma aliquota para cada experimento,

porém n&o se observou dispers&o dos resultados entre as metodologias.

Conforme mencionado no inicio do item 3.5, a avaliagdo dos
parémetros relacionados propriamente a preparagdo das amostras, nos
ensaios preliminares, direciona ao estabelecimento de uma metodoiogia
gue engloba as etapas consideradas mais eficientes na decomposi¢do das

matrizes orgénicas, investigadas neste trabatho.

Assim optou-se por aplicar as amostras do lote de dieta porgéo em
duplicata consumidas por trabalhadores de industria e & amostra de figado
bovino comercial o seguinte conjunto de parametros operacionais e

analiticos:

v Quantidade de amostra = 500 mg

v Digestdo prévia da matriz em &cido nitrico concentrado

conduzida a temperatura ambiente por tempo determinado

v Dissolugdo em equipamento com fonte de microondas tipo frasco

fechado sob presséo

v Etapas de abertura dos frascos, transferéncia das solugdes
resultantes e eliminag&o completa dos residuos remanescentes

em ambiente controlado e capela de fluxo laminar classe 100.
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v Validagéo dessa metodologia de dissolugdo e determinacao final
pela técnica de voltametria de redissolucdo anddica por pulso

diferencial com o uso de material de referéncia certificado.

Descrevem-se a seguir com detalhes, as etapas da metodologia de
dissolugdo e analise vcltamétrica propostas neste trabalho, para os
elementos zinco, cadmio, chumbo e cobre nas matrizes de dieta de

trabalhadores, figado bovino comercial e materiais de referéncia
certificados.
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CAPITULO 4

4- METODOLOGIA DE DISSOLUGAO E DETERMINAGAO
INSTRUMENTAL ESTABELECIDA

4.1- Parametros utilizados para dissolugao e preparagiao das matrizes

A massa de amostra utilizada para a determinacdo dos elementos
nas duas matrizes foi estabelecida em 500 mg, em funcéo do tipo de

equipamento de dissclugdo utilizado.

O tratamento de digestdo 4cida a temperatura ambiente com acido
nitrico concentrado por 15 h foi aplicado as duas matrizes antes da

dissolucdo em equipamento de microondas tipo frasco fechado.

As amostras de dieta e amostras de material de referéncia
certificado Bovine Liver 1577b e Total Diet 1548, foram solubilizadas no
forno para digestdo de amostra tipo frasco fechado (MWF), com controle
de pressdo - CEM, MDS 2000 com poténcia de 650 W e as amostras de
figado bovino comercial no forno para digestdo de amostra tipo frasco
fechado (MWF), sem controle de pressdoc — PROVECTO, DGT 100 plus
com poténcia de 1000 W.

As etapas de tratamento final de eliminacdo dos residuos organicos
remanescentes e de transferéncia da solugdo resultante da dissolugéo
foram conduzidas em laboratério com ambiente controlado e capela de

fluxo laminar classe 100.
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Todas as amostras foram levadas a volume de 25 ml com solugéao

de acido nitrico 1% (v/v).

A seguir descrevem-se as etapas dos programas de dissolugdo, e

condigbes analiticas utilizadas.

4.1.1 Dissolugdo das amostras

Amostras de 500 mg foram pesadas diretamente nos frascos de
digestdo sendo adicionados a seguir 8 m! de acido nitrico concentrado PA
e 1 ml de agua tipo |. As amostras e os brancos permaneceram em

digest&o acida, nos frascos fechados por um periodo minimo de 15 h.

4.1.2-Programa de dissolucdo utilizado no equipamento CEM
MDS-2000

A dissolugédo foi efetuada aplicando-se 1 etapa com 4 estagios de
390 W de poténcia, e um para resfriamento; e permanéncia de 5 min nas
pressdes de 20, 40, 60 e 80 psi.

Apds resfriamento, os frascos foram abertos cuidadosamente,
adicionando-se entdo 2 m! de perdxido de hidrogénio 30%, aplicando-se
finalmente 1 etapa com 3 estagios de 390 W de poténcia, permanecendo 5

min nas pressoes de 20, 40 e 60 psi.

4.1.3 Programa de dissolugdo utilizado no equipamento
PROVECTO DGT-plus.

A dissolugdo foi efetuada aplicando-se 1 etapa com 5 estagios de

10 min com 230, 500 e 700 W de poténcia, sendo dois para resfriamento.
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Apbs resfriamento, os frascos foram abertos cuidadosamente,
adicionando-se entdo 2 mi de perdxido de hidrogénio 30% e repetindo-se a

etapa anterior.

4.1.4- Eliminagdo dos residuos remanescentes da dissolugio

Apods a digestdo, alguns residuos (gorduras) permanecem aderidos

as paredes dos frascos, mesmo apos a adi¢do de perdxido de hidrogénio.

A transferéncia quantitativa da solugdo (e residuos) para os

béqgueres, € realizada com o emprego de acido nitrico e agua aquecidos.

Nesta etapa recomenda-se manter os frascos imersos em agua
aquecida ( aproximadamente 80 °C ), para facilitar a remocgao guantitativa

de residuos aderidos as paredes dos frascos.

O produto resultante da dissolugdo, transferido para béquer, é

evaporado até secura em chapa elétrica.

Os residuos remanescentes sao digeridos por longos periodos,
geralmente cerca de 24 horas com acido nitrico concentrado e peroxido de
hidrogénio em béqguer tampado, até que todo material organico seja

eliminado.

4.1.5- Preparagao das amostras para determinagéo instrumental

Do produte da dissolucéo (livre de residuos organicos), em meio
acido nitrico 1%(v/v), foram pipetadas aliquotas com concentragdes
convenientes para obtencao dos voltamogramas correspondentes de cada

elemento.
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Os conteudos dos elementos foram analisados pela técnica de
voltametria de redissolugdo anddica por pulso diferencial (DP-ASV), e
efetuadas no analisador polagrafico PARC modelo 174 A com eletrodo de

mercurio 303 A, modo HMDE e eletrode de referéncia Ag / AgCl.

As aliquotas foram analisadas com o emprego do método de adicdo
padrdo, utilizando-se solugbes convenientemente diluidas a partir de

padrées monoelementares concentrados MERCK.

No presente trabalho o eletrdlito suporte utilizado para as medi¢des
voltametricas foi preparado a partir da diluigdo de 200 pl do acide nitrico
suprapur 65% (m/fv), da MERCK, em 500 m! de 4gua destilada tipo |
purificada em sistema EASY PURE UV, 183 MQ.cm. Nestas condigdes

obtém-se uma solugdo 0,006 mol.l" e pH =22,

Os paréametros operacionais das medigbées foram: potencial de pré
concentragdo — 1,1 V para o zinco, — 0,2 V para o cobre e — 0,8 V para
chumbo e cadmio; tempo de pré concentragdo de 120 ou 180s, varredura

de 5 mv.s™; potencial de pulso de 50 mV.
Os detalhes referentes a otimizagdo dos pardmetros operacionais,

da analise voltamétrica, para cada elemento, nas duas matrizes

investigadas, sdo discutidos com detalhes nos proximos itens.
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CAPITULO 5

5- RESULTADOS E DISCUSSOES

A determinacéo simultanea dos elementos zinco, cadmio, chumbo e
cobre pela tecnica de DP-ASV é possivel sob certas condicdes, uma delas
€ que a concentracao desses elementos tenham aproximadamente a
mesma ordem de grandeza na matriz, de outra forma ela requer algumas

modificagbes analiticas e operacionais.

Os valores desses elementos, encontrados nos materiais de
referéncia certificados, 880 os seguintes: zinco = 30,8; cadmio = 0,028,
chumbo = 0,05+ " efadey o cobre = 2,6 ng.g” em (“Total Diet” 1548) e
zinco = 127, cadmio = 0,5, chumbo 0,129 e cobre = 160 ug.g' em
(“Bovine Liver” 1577 b).

Nas condi¢cbes analiticas descritas nos itens 4.1.1 a 4.1.5, os
elementos presentes em concentragBes inferiores a 1 ug.g’, como o
cadmio e chumbo devem ser analisados em aliquotas com volumes
apropriados para obtencdo de correntes mensuraveis nos voitamogramas

correspondentes, especialmente nas matrizes de dieta total.

Os ensaios realizados com o eletrdlito suporte puro, apresentam
corrente residual minima na faixa de potencial de trabalho dos elementos
cadmio e chumbo. Os ensaios realizados para os elementos cobre e zinco,
apresentam contaminag&c minima e essa corrente residual ndo afeta as
medi¢des voltamétricas dos elementos, ja que os mesmos encontram-se

em concentracdes elevadas nas matrizes.
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As figuras 1, 2, 3 e 4 demonstram as adicées dos elementos cadmio,
chumbo, cobre e zinco efetuadas em 10 ml do eletrélito suporte puro,
respectivamente.

“A 0,040
0,035 -
o0
0,025 —
0,020 —

0015+

4,010 -{

4,005 -|

0,000 4+———————T——————————————
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 1 - Adigdes de 1 ng de cadmio ao eletrélito (HNO3 0,006 mol.I™);
potencial — 800 mV x Ag/AgCl; faixa corrente 2 LA e tempo pré concentracio de
180 s.
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Figura 2 - Adigées de 1 ng de chumbo ac eletrélito (HNO; 0,006 mol.I'");
potenciali — 800 mV x Ag/AgCI; faixa corrente 2 pA e tempo pré concentragéo de
180 s.
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Figura 3 - Adigdes de 20 ng de cobre ao eletrélito (HNO3 0,008 mol.I™);
potencial de - 200 mV x Ag/AgCl, faixa de corrente 10 pA e tempo de pré
concentragdo de 120 s.
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Figura 4 - Adigdes de 2 ng de zinco ao eletrédlito (HNO; 0,006 mol.I);
potencial de - 1,1 V x Ag/AgCl, faixa de corrente 10 uA e tempo de pré
concentragdo de 120 s.



49

De acordo com os ensaios realizados no eletrdiito suporte puro, 0s
limites de determinacéo para cada elemento, estabelecidos nas condigbes
analiticas definidas foram os seguintes: zinco = 0,04 ng.g’: cadmio e

chumbo = 0,03 ng.g”" e cobre = 0,3 ug.g".

No presente trabalho, as determinagbes voltamétricas dos
elementos cadmio e chumbo foram efetuadas em aliquotas de 10 m! da
solucd@o original, secas e retomadas no eletrélito suporte, utilizando-se o
potencial de trabalho de — 0,8 V x Ag/AgClI, faixa de corrente de 2 nA e

tempo de pré concentragéo de 180 s no modo HMDE.

Esta faixa de corrente utilizada foi satisfatoria para obtencdo dos
voltamogramas correspondentes a esses dois elementos, em amostras de
figado bovino comercial @ material de referéncia certificado “Bovine Liver”
1577 b. No entanto, os resultados dos conteludos de cadmio e chumbo no
material de referéncia certificado “Total Diet” 1548, ndo apresentaram

precisdo e exatidao aceitaveis, guando realizados nestas condigdes.

Nas amostras de dieta por¢do em duplicata consumidas por
trabalhadores de industria, as determinacdes desses elementos foram

efetuadas na faixa de corrente de 1 pA.

As determinacbes voltamétricas, referentes aoc elemento cobre, no
material de referéncia certificado "Total Diet’ 1548 e nas amostras do lote
de dieta por¢dc em duplicata consumida por trabalhadores de industria,
foram efetuadas na mesma aliquota de 10 mi utilizada nas determinagbes
de cadmio e chumbo, modificando-se apenas as condi¢cdes operacionais
do equipamento como potencial de trabalho de — 0,2 V, faixa de corrente

de 10 pA e tempo de pré concentragdo de 120 s.

" 1
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O elemento zinco foi analisado separadamente em aliquotas de
200 pl da solugao original em potencial de deposicdo de — 1,1V, faixa de

corrente de 10 puA e tempo de pré concentragao de 120 s.

Os resultados do conteldo de zinco e cobre obtidos para amostra
de material de referéncia certificado “Total Diet” mostraram-se satisfatorios

quando realizados nas condigdes descritas.

Na tabela 8 constam os resultados dos elementos zinco e cobre
obtidos para o material de referéncia certificado "Totai Diet " 1548,

Os elementos cadmio e chumbo, serdo analisados no material de
referéncia certificado "Typical Diet”, segundo a metodologia proposta neste
trabalho.



Tabela 8- Resultados analiticos obtidos pela técnica de voltametria de
redissolugcdo anddica por pulso diferencial, para amostra de material de

referéncia certificado "Total Diet" 1548.

Aliquota Elemento
ng.g”
Zinco Cobre
1 33,1 2,5
2 28,5 1,7
3 34,0 2,0
n 3 3
CV (%) 7.5 19
Média 31,9+24 2,1+04
Valor 30,8 +1,1 261+03
certificado
Erro 3,6 19
relativo(%)

Onde: n = nimero de determinagbes
C V = Relagéo percentual da estimativa do desvio padrdo com a média dos
valores

Embora os elementos zinco e cobre encontrem-se em
concentragdes bastante convenientes nas matrizes de figado bovino, as
determinagbes simultaneas desses elementos requerem cuidados
adicionais. As reagdes entre estes metais ou com o material do eletrodo,

no caso ¢ mercurio podem ser problematicas em algumas situacdes.



52

A literatura disponivel sobre o assunto em questdo, relata a
ocorréncia de interferéncias que podem ocorrer quando da utilizagdo da
técnica de ASV, devido a formagdo de compostos intermetélicos
Zn -Cu - Hg ®¥.

Estas interferéncias foram estudadas em alguns sistemas que
utiizam principalmente eletrodos de gota de mercurio (HMDE) ou filmes de
mercurio (MFE). Sob certas condigbes ocorre a deposigido simultanea do
zinco e cobre com a formacgédo de compostos Cu - Zn, Cu - Zn; e Cu - Zn;,,
sendo redissolvidos proximo ao potencial do cobre, resultando em um
aumento na onda polarografica do cobre e diminuicdo da onda do zinco. A
supressdo da onda do zinco depende da raz&o da concentragéo [Cu] - [Zn]

e das concentracdes relativas na solucdo ©*.

Existem varias formas de diminuir ou eliminar este tipo de
interferéncia, efetuando-se algumas modificagdes dos parametros

operacionais ou analiticos do sistema de medida por ASV #%%7.

No presente trabalho foram efetuadas modificagdes simples nos
parametros dos ensaios e nas condi¢cdes analiticas, como diminuicdo das
concentragcdes desses elementos na célula voltamétrica e redugdo do
tempo de pré concentragao. Além disto, os elementos foram determinados

separadamente, utilizando-se diferentes potenciais de pré concentragao.

As analises voltamétricas relativas aos elementos zinco e cobre em
matrizes de figado bovino foram efetuadas em aliquotas de 50 ul da
solucdo resultante da digestao, que foram transferidas diretamente para a

celula voltamétrica.
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A massa dos elementos na ceélula sac de aproximadamente 130 ng
de zinco e 160 ng cobre, sendo gue os voltamogramas correspondentes a
estes elementos foram obtidos separadamente em potencial de deposi¢éo
de - 1,1 V para o zinco e — 0,2 V para o cobre com tempo de pre

concentracdo de 120 s, para os dois elementos.

Ensaios com determinacdo simultdnea dos dois elementos
efetuadas em 100 ul da solucio resultante da dissolug@o do material de
referéncia certificado, em potencial de deposigdo de — 1,1 V x Ag/AgClI
utilizando-se 180s de pre concentrag@o, apresentaram resultados 30%
acima do valor de referéncia de 160 pg.g”' para o elemento cobre. No

entanto, ndo se observou a supressaoc do sinal de corrente para o zinco.

Deste ensaio observou-se que, mesmo sendo as concentracbes de
cobre e zinco da mesma ordem de grandeza, a pré concentracdo de
ambos no mesmo potencial, simultaneamente, favorece a formacdo dos

compostos intermetalicos, com introdugao de imprecisdes nas medigbes.

A supressdo do sinal para o elemento zinco fo! verificada em duas
situagfes e cabem aqui algumas observagbes quanto as propriedades

quimicas e reacdes que ocorrem no sistema DP-ASV, modo HMDE.

Dentre os 4 metais analisados, este elemento € o que apresenta
maior solubilidade no material do eietrodo, cu seja no mercurio. A
formacdo da amalgama e a facilidade de deposi¢cdo do metal dependem
principalmente desta propriedade. Embora altos teores dos elementos
frequentemente estdo associados a melhoria na sensibilidade, cuidados
especiais devem ser tomados para prevenir possivel saturacdo da
superficie do material do eletrodo. Este tipo de problema ocorre
principalmente em eletrodos com filme de mercurio ou em analises de

solucdes com alta concentragdo de metal.



Neste trabalho, observou-se este tipo de ocorréncia nas
determinagdes de zinco quando se transfere para a célula eletrolitica o
produto total das dissolugdes das dietas ( aproximadamente 15 ng ) e dos
brancos analiticos, nestes ultimos a faixa linear de determinag@o encontra-

se entre 40 e 200 ng do elemento na célula voltamétrica.

Como ja mencionado no inicio deste capitulo, a concentrag&o deste
elemento foi determinada em aliguotas que resultam aproximadamente

120 ng do elemento zinco na célula, eliminando desta forma o problema

mencionado.

Nas tabelas 9 e 10 constam 0s resultados referentes aos elementos
Zn, Cd, Pb e Cu obtidos para a amostra de material de referéncia

certificado " Bovine Liver” 1577 b e figado comercial, respectivamente.

Na tabela 11 constam os resultados da média de trés determinagbes
individuais, referentes aos mesmos elementos para as amostras
representativas do lote de dieta de adultos, por¢do em duplicata,
consumidas por trabalhadores de industria, apos otimizacdo dos

parametros operacionais e analiticos propostos neste trabalho.
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Tabela 9- Resultados analiticos obtidos pela técnica de voltametria de

redissolucdo anddica por pulso diferencial, para amostra material de

referéncia certificado " Bovine Liver 1577 b" solubilizada em equipamento

de microondas tipo frasco fechado sob pressao.

Aliquota Elemento
ng.g”
Zinco Cadmio Chumbo
1 130 0,42 0,25
2 133 0,45 0,20
3 133 0,46 0,21
4 132 0,45 0,27
5 128 0,56 0,19
6 131 0,55 0,22
7 131 0,46
8 135
9 135
n 9 7 6
CV (%) 2 11 14
Média 132+ 2 0,48 1+ 0,05 0,22 + 0,03
Valor 127 + 16 0,50+ 0,03 0,129 + 0,004
certificado
Erro 3,9 4,0 71

relativo(%)

Cobre
165
164
163
160
173
172

166 + 5

160+ 8

3,7

Onde: n = ndmero de determinacdes

C V = Relagéo percentual da estimativa do desvio padrao com a média dos

valores
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Tabela 10- Resultados analiticos obtidos pela técnica de voltametria de
redissolugdo andédica por pulso diferencial, para amostra de figado bovino
comercial solubilizada em equipamento de microondas tipo frasco fechado

sob pressao.

-1

Elemento n ng.g Ccv
(%)

Zinco 6 139 +4 3
Cadmio 6 0,05+ 0,01 25
Chumbo 5 0,31 +0,05 16
Cobre 6 237 £5 13

Onde: n = nimero de determinagdes
C V = Relacéo percentual da estimativa do desvio padrao com a

média dos valores
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Tabela 11- Resultados analiticos obtidos pela técnica de voltametria de
redissolugdo anddica por pulso diferencial, para amostras de dieta porgéo

em duplicata consumidas por trabalhadores de industria.

Amostra Elemento
ng.g”

Zn Cd Pb Cu

DT1 227+ 0,005+0001 0,103+0,009 1,5+02
1.5

DT 2 34,5+ 0,009+0,006 0,281+0,05 25+04
1,7

DT 3 252+ 0,009+0,004 0,191+0,04 24+02
0,8

DT 4 198+ 0,019+£001 0,115+0,05 25106
54

DT 5 203+ 0,017 £0,011 0,223 +0,04 21+02
16

DT 6 296+ 0,014+0,006 0,15+0,05 2,0+072
2.0

DT 14 fi 0,055* 0,184* 1,4*

DT 16 157+ 0,009+0,007 0321014 0,9+0,1
1,6

DT 18 18,2 + 0,016* 0.198 + 0,166 20+02
29

DT 26 356+ 0,017* 0,055+ 0,05 1,7+ 0,1
0.8

DT 30 31,4+ 0,032* 0,37* 2,1+02
1,9

Onde:
N = significa elemento ndo analisado na amostra
* = determinacgao efetuada em apenas uma amostra
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CAPITULO 6

6- CONCLUSOES

A comparagdo entre as metodologias de dissolugdo para as
matrizes organicas propostas neste trabalho, indica claramente que os
equipamentos com fonte de microondas para solubilizacdo das amostras
de dieta ou figado bovino facilitam em grande parte a etapa de preparacéo,
embora esta facilidade n&o exclua a eficiéncia dos métodos convencionais

para dissolugbes desse tipo de matriz.

No entanto, uma abordagem mais ampla do assunto é necessaria
para a otimizacao e estabelecimento da metodologia como um todo, ou
seja’ adequar quantidade de amostra, volume de reagentes, parametros
operacionais dos fornos de microondas (poténcia e tempo de permanéncia
na pressdo programada) em relacdo ao tipo de matriz, controlar as
possiveis contaminagdes provenientes de todo o processo e estabelecer
parametros convenientes para a técnica instrumental de determinacéo dos

elementos.

Em relagao a quantidade de amostra e volume de reagentes para
dissolugbes em frascos fechados sob presséo, a quantidade maxima de
matriz organica admitida no sistema é de 500 mg, sendo que os
parametros operacionais do forno foram estabelecidos de forma a
solubilizar 0 maximo da matriz, sem comprometer o material ou vida Gtil

dos frascos e sem que se aplique press&o ou poténcia além da necessaria.
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Para este fim, o emprego da etapa de digestdo prévia antes da

dissolugao mostrou-se muito eficiente.

Os residuos organicos que ainda permanecem em solucdo, mesmo
com a utilizagao de agquecimento sob pressdo, devem ser completamente
eliminados para determinagdc final dos elementos pela técnica

voltamétrica.

Esta etapa no entanto, podera aumentar o nivel de contaminacio
das amostras, devido a exposicdo da amostra por longos periodos ao
ambiente do laboratério. Sendo assim, as etapas de transferéncia da
solugdo resuitante da dissolugdo e de eliminagdo completa desses
residuos, devem ser realizadas em ambiente controlado e capela de fluxo

laminar classe 100.

Este aumento no nivel de contaminag&o mostrou-se bastante
acentuado, conforme  observamos nos  ensaios  preliminares,
principalmente nos experimentos onde as etapas da metodologia foram
conduzidas em laboratdrio convencional. A obteng@o de brancos analiticos
que representem as contaminagbes das etapas, torna-se critica
principalmente para os elementos presentes em baixas concentracbes

como o cadmio e chumbo.

Desta forma, com a utilizagdo de laboratério com ambiente
controlado foi possivel melhorar o nivel de contaminagéo e obter menor
flutuag&o de resultados nos brancos analiticos. No entanto, os valores
encontrados para o elemento chumbo no material de referéncia, "Bovine

Liver" e figado bovino comercial, ainda sdo elevados.
Geralmente dados analiticos referentes ao chumbo em matrizes de
dieta sdo de certa forma escassos. A natureza complexa da matriz, o nivel

de concentragéo e a dificuldade no controle da contaminagéo, diminuem o
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numero de laboratérios ou técnicas instrumentais capazes de fornecer

dados sobre o contetido do elemento.

Alguns dados disponiveis do elemento chumbo s&o encontrados nas
publicagtes referentes ao estudo de dieta total ®® realizado desde a

década de 60 no Reino Unido, e apresenta valores proximos a 0,1 ng.g” .

O certificado de referéncia da amostra “Total Diet’ 1548, indica
apenas o valor esperado para o elemento, ou seja 0,05 ug.g'. Em outro
trabalho” de caracterizagdo da amostra de dieta total ‘RM 8431
realizado pelo laboratoric de composi¢éo nutricional do departamento de
agricultura dos Estados Unidos, somente dois laboratérios integrantes
enviaram resultados do elemento chumbo. Os valores foram obtidos pelas

técnicas de ICP-AES 0,103 ng.g” e voltametria 0,108 pg.g™.

Neste trabalho, os resultados obtidos para o elemento chumbo, nas
amostras representativas do lote de dieta porgdo em duplicata consumidas
por trabalhadores de industria, obtidos pela metodologia proposta,
apresentam valores proximos aos encontrados nas publicactes descritas

acima.

Dados relativos ao elemento cadmio, analisado pela técnica de
analise por ativagdo neutrénica (Divisdo de Radioguimica do IPEN),
apresentam valores entre 20 e 70 ng.g” para dietas consumidas em quatro

regides do Brasil ©?.

Nas amostras representativas do iote de dieta porgdo em duplicata
consumidas por trabalhadores de industria, os valores obtidos para o

elemento cadmio analisados por voltametria, situam-se entre 5 e 55 ng.g™.

No entanto, a precisdo desses resultados podem ser melhorados,

através de um estudo mais detalhado destes dois elementos.
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As analises realizadas a este nivel de concentracdo necessitam da
aquisigdo de maior numero de dados, realizando-se varios programas de
digestao, estudos mais elaborados para controle de contaminacdes com
obtenc&o de brancos analiticos e utilizagdo de material de referéncia com

valores certificados desses elementos.

Para esse propésito ja se tem disponivel a SRM 1548a
"Typical Diet’, com indicagdo dos seguintes valores de referéncia:
cadmio = 0,035 + 0,0015 e chumbo = 0,044 + 0,009 ug.g". Esta amostra

substitui o material de referéncia “Total Diet 1548”.

Os valores dos conteudos de zinco, cadmio, cobre e chumbo
obtidos neste trabalho, assim como os valores para esses e outros
elementos obtidos por outros |laboratérios e outras técnicas analiticas, nas
amostras de dieta por¢do em duplicata consumidas por trabalhadores de

industria e figado bovino comercial, serdo avaliados estatisticamente.

Além do conteudo dos elementos inorganicos, fardo parte dessa
andlise estatistica, os resultados de determinacdes da composicéio
centesimal, teores de cinzas, vitaminas e fibras. Essa parte do projeto sera
analisada posteriormente por profissionais qualificados da &rea de saude e

nutricao.
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