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RESUMO

Neste trabalho € proposto um método para a determinacdo de cadmio e chumbo por
espectrometria de absorgcdo atdbmica com forno de grafite (GF AAS) em cereais (amaranto,
chia, linhaca e quinoa) apds a decomposi¢do das amostras em sistema fechado por combustao
iniciada por micro-ondas (MIC). Para a decomposicéo por MIC, as amostras foram prensadas
na forma de comprimidos e posicionadas em suporte de quartzo, onde a combustao foi feita
na presenca de 20 bar de oxigénio e utilizando nitrato de aménio como iniciador de
combustdo (50 uL NH;NOs; 6 mol L™). Foi estudada a concentracio da solucéo absorvedora
mais adequada (HNOsz 1, 3 e 7 mol L™), sendo HNO; 7 mol L™ a solucéo escolhida por
apresentar resultados concordantes (superior a 90%) para o material de referéncia certificado
(CRM). O teor de carbono residual nas solugdes obtidas por MIC foi 0,11% e até 500 mg de
amostra foram decompostos. Também foram estudados outros métodos de preparo das
amostras: decomposicdo por via Umida em sistema aberto e fechado com aquecimento
convencional e decomposi¢do por via Uumida em sistema fechado com aquecimento por
radiacdo micro-ondas (MWAD), utilizando sistemas de média (até 40 bar) e alta pressdo (até
80 bar). As amostras de cereais ndo foram completamente decompostas quando o método de
decomposic¢éo por via umida em sistema aberto foi utilizado. A decomposi¢cdo das amostras
foi eficiente quando a decomposi¢do por via Umida em sistema fechado (CVWD) com
aquecimento convencional e por MWAD foram utilizadas. Apesar destes métodos poderem
ser aplicados para a decomposicdo dos cereais, foram observadas interferéncias na
determinacdo de Pb por GF AAS. Estas interferéncias das amostras foram contornadas
apenas quando as solucdes decompostas por MIC foram analisadas ou utilizando as solucGes
obtidas por CVWD e MWAD apds uma etapa de diluicdo de, pelo menos, 30 e 50 vezes,
respectivamente. Para a determinacdo de Cd, ndo foram observadas interferéncias na etapa de
determinacédo. As concentracdes de Cd e Pb em todas as amostras de cereais decompostas por

MIC ficaram abaixo do limite de quantificacdo, de 0,087 e 0,443 pg g™, respectivamente.



ABSTRACT

In this work, a method for cadmium and lead determination by graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GF AAS) in cereals, after microwave-induced combustion (MIC) in
closed vessels is proposed. For MIC digestion, samples were pressed as pellets and placed on
a quartz holder positioned inside to quartz vessels, where combustion takes place with using
20 bar of oxygen and ammonium nitrate as aid for ignition (50 pL 6 mol L™ NH;NOs). The
concentration of the absorbing solution was evaluated and 7 mol L™ HNO; was selected as
absorbing solution in view of the agreement (higher than 90%) with the certified reference
material. The residual carbon content in digests obtained by MIC was 0.11% and up to 500
mg of sample could be digested. Other sample preparation methods were also evaluated: wet
digestion in open and closed vessels under conventional heating and by microwave-assisted
wet digestion (MWAD), using systems operating at medium (up to 40 bar) and high pressure
(up to 80 bar). Cereals samples were not complete digested when wet digestion in open
vessels was used. Digestion was complete when wet digestion in closed vessels (CVWD)
under conventional heating and by MWAD were used. Despite these method could be applied
for digestion of cereals, interferences were observed in Pb determination by GF AAS. The
interteferences on Pb determination by GF AAS were minimized only when digests obtained
by MIC were analyzed or when solutions obtained by CVWD and MWAD after a dilution
step of 30 and 50 times, respectively, were used. For Cd determination by GF AAS
interferences were not observed. Concentration of Cd and Pb in all cereals samples
investigated after MIC digestion were lower than the limits of quantification of 0.087 e 0.443

ug g™, respectively.



1 INTRODUCAO

A ingestdo de cereais é altamente recomendada em uma alimentacao saudavel por ser
fonte de fibras, vitaminas, proteinas e minerais. Nos ultimos anos, alimentos que contém
multiplos beneficios, como os cereais, estdo sendo denominados pelos cientistas da area
nutricional como “super alimentos” (do inglés, superfoods). No entanto, metais como cadmio
e chumbo, podem estar presentes nesses alimentos devido, principalmente, a contaminacdo do
solo e da &gua. Varios fatores contribuem para a presenca de metais em solos agricolas,
incluindo fertilizantes minerais e organicos, deposicdo atmosférica de residuos urbanos,
producéo de ligas metalicas, extracdes de metais e queima de combustiveis fésseis.*

A maior parte do cadmio que € ingerido passa através do trato gastrointestinal sem ser
absorvido e acumula-se principalmente no figado e nos rins. O principal efeito dessa
bioacumulagdo de Cd nos rins é a disfuncdo do tubo renal. Além disso, o cadmio é
classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC), como um metal
carcinogénico a humanos, com evidéncias de causar cancer nos rins, figado e préstata.’ Por
outro lado, a presenca de chumbo nos alimentos se d& devido as etapas de processamento,
manipulagdo e embalagem na inddstria, além da contaminagéo do solo. Assim como acontece
com o cadmio, o chumbo acumula-se nos rins e no figado, mas também pode ser transferido
para 0s 0ssos. O chumbo é considerado, também, pela IARC um metal carcinogénico,
causando tumores renais e cerebrais.” Diante disso, é muito importante que haja o controle da
presenca de cddmio e chumbo em alimentos, como 0s cereais, e 0 consequente
desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas para sua determinacdo nestas
matrizes.

Métodos analiticos para a determinacdo de cddmio e chumbo em alimentos,
geralmente, envolvem as técnicas baseadas na espectrometria de absor¢cdo atémica com
atomizacdo eletrotérmicas (ETAAS), espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS).2 O método de preparo das amostras mais utilizado é a decomposicdo com
acidos concentrados, como a decomposicao por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas
(MWAD).? No entanto, a elevada acidez das solucdes resultantes pode levar & interferéncias
na etapa de determinacdo dos elementos por diversas técnicas analiticas, como a

espectrometria de absor¢do atdbmica com forno de grafite (GF AAS), por exemplo. Com isso,
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a escolha do método de preparo de amostras deve ser compativel com a técnica analitica
utilizada para a determinacdo dos analitos. Nesse sentido, a técnica de decomposicdo por
combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) é bastante adequada para a decomposicdo de
amostras de maneira rapida e aplicavel a amostras com alto teor de matéria organica, como 0s
cereais. Por ndo ser necessaria a utilizacdo de &cidos concentrados na decomposicdo das
amostras, as solucdes obtidas por MIC possuem baixo teor de acidez.”

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
determinacéo de Cd e Pb em cereais por GF AAS. Neste caso, diferentes métodos de preparo
de amostras foram investigados visando a posterior determinacdo dos analitos, como a
decomposi¢do por via Umida com aquecimento convencional (WD) em sistema aberto e
fechado, MWAD e MIC. Os métodos foram otimizados com o objetivo de promover elevada
eficiéncia de decomposigdo das amostras, evitar interferéncias na etapa de determinacdo por
GF AAS e aumentar a vida util dos tubos de grafite. A exatiddo foi avaliada com o uso de
material de referéncia certificado (CRM) NIST 1547.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CEREAIS

Cereal é qualquer fruto ou semente comestivel da familia das gramineas que pode ser
utilizado como alimento.” O sistema de taxonomia vegetal APG — Angiosperm Phylogeny
Group - 1l de 2003 reconhece essa familia na ordem Poales com o nome de Poaceae.® As
gramineas sdo plantas herbaceas que apresentam flores muito pequenas e frutos secos
chamados grdos ou “cariopses”, compreendendo cerca de 8000 espécies. Estas cariopses
podem ser nuas, apresentando somente o gérmen, o endosperma e a membrana da semente,
como por exemplo, trigo, milho e centeio ou apresentar a cariopse revestida, com a mesma
estrutura revestida de uma casca, por exemplo, arroz, aveia, cevada e sorgo.” Todos 0s graos
apresentam uma casca protetora e abaixo dela encontram-se 0 endosperma, o farelo e 0 germe
(Figura 1). O germe contém o embrido da planta, o endosperma fornece alimento para o
crescimento da semente e, em volta do germe e do endosperma, encontra-se o farelo, que

protege o grdo contra interpéries, insetos, fungos e bactérias.®’

endosperma
farelo

germe

Fonte: www.wholegrainscouncil.org

Figura 1 Estrutura de uma semente.

Cerca de 50 a 75% do endosperma é composto por amido e é a maior fonte de energia
para 0 embrido durante a germinagdo. O endosperma também contém proteinas (de 8 a 18%),
juntamente com os polimeros da parede celular. Vitaminas, minerais e fibras também estao
localizados no endosperma. O germe é o menor contribuinte para o0 peso seco da maioria dos

gréos e é composto por celulose, lignina e silicatos.’
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Os graos de cereais tornaram-se parte da dieta humana com o advento da agricultura
cerca de 10.000 anos atrés® e até hoje sdo produzidos em todo o mundo. Por conterem grande
quantidade de carboidratos, sd&o uma das principais fontes de energia ingerida pelos seres
humanos.” Os cereais também s&o importante fonte de fibras dietéticas, especialmente da
fracdo insollvel. As fibras totais sdo divididas em duas fracGes, uma solGvel em agua e outra
insolivel. A fracdo insoluvel € principalmente relacionada a regulamentacdo intestinal,
incluindo um aumento no bolo fecal, uma reducdo do tempo de transito desse bolo através do
intestino grosso, entre outros beneficios, enquanto que a fracdo sollvel retarda o
esvaziamento gastrico e o tempo de transito intestinal e absorve a glicose e o colesterol,
dificultando a sua liberacéo na corrente sangiiinea.’

O principal uso dos cereais é para a fabricacdo de farinha destinada a produtos de
panificacdo, enquanto que as fibras e os farelos s&o usados na fabricacdo de racéo animal.” No
entanto, ha a necessidade de que esses graos sejam processados, moidos e/ou cozidos antes do
consumo. Grande parte do processamento é feito industrialmente e varia de acordo com a
cultura e tipo do grdo.>® A extrusdo termopléstica é uma das técnicas utilizadas para o
processamento de cereais e tem alguns efeitos nutricionais benéficos como o aumento do
amido e a digestibilidade da proteina e a destruicdo de fatores anti-nutricionais como
inibidores de tripsina de soja.’® No entanto, o dano nutricional como a perda de muitos
nutrientes também pode ocorrer durante a extrusdo devido a elevada temperatura empregada.
Além disso, mudancas na solubilidade e estrutura quimica de componentes das fibras podem
ocorrer e causar alteracbes na degradacdo bacteriana no intestino e nas propriedades
fisioldgicas. A extrusdo de cozimento pode também provocar a transformacdo da fibra
insolGvel em fibra soltvel.®

Diante do crescimento global de estilos de vida sedentérios e a alarmante epidemia de
distdrbios metabolicos, como obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, entre
outras, a relacdo entre a energia e as densidades de nutrientes dos alimentos tornou-se um
tema importante no desenvolvimento de produtos, no estabelecimento de recomendacdes
dietéticas e também no desenvolvimento de rotulagem e comunicagdo com o consumidor.™
Nesse sentido, numerosos estudos epidemioldgicos nos ultimos 15 anos tem mostrado o papel
preventivo dos cereais contra esses tipos de doencas. Em 2003, a Organizacao Internacional
da Saude (do inglés, World Health Organization) recomendou a ingestdo de 20 g de cereais
por dia, por serem fontes de polissacarideos ndo amilaceos™. Na Dinamarca, alimentos

integrais tém sido promovidos com o objetivo de alcancar a ingestdo diaria recomendada de
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75 g de grdos®. Nos EUA, o Conselho de Cereais Integrais criou um selo para embalagens de
alimentos integrais, tornando mais facil para os clientes identificar esses alimentos e
incentivando os consumidores a atingir um consumo diario de grdos integrais de pelo menos
48 g por dia.*"' 1

Cereais integrais ¢ a denominacdo dada aos grdos quando estes alimentos sao
consumidos em sua forma "inteira" e, de acordo com a American Association of Cereal
Chemists (AACC International) os gréos integrais devem conter seus componentes principais
— endosperma, germe e farelo — na mesma proporcao relativa ao grdo intacto. Amaranto e
quinoa nao estdo na familia botanica Poaceae, mas esses "pseudo-grdos" sdo normalmente
incluidos com gréos de cereais verdadeiros porque o seu perfil nutricional, preparacdo e uso
s80 muito semelhantes.*?

O amaranto pertence a familia Amaranthae e inclui mais de 60 espécies diferentes, das
quais trés espécies — Amaranthus cruenus, Amaranthus hypochondriacus e Amaranthus
caudatus - sdo as mais comumente cultivadas devido as suas sementes comestiveis. Essa
semente € uma cultura alimentar antiga cultivada principalmente na América do Sul e México
ha mais de 5.000 anos, mas cresce muito bem em diferentes regies em todo o mundo.**? A
especie andina mais importante € a Amaranthus Caudatus Linnaeus. Seus grdos contém
grande quantidade de proteinas, sendo a lisina em maior proporcdo, e de minerais como Mg, P
e Cu, sendo Mn, Ca e Fe encontrado em altos niveis quando comparado com outros cereais. A
fracdo lipidica dos grdos de amaranto é similar aos outros cereais consistindo principalmente
de 4cidos graxos insaturados, com o écido linoleico sendo o 4cido graxo predominante.*® Em
2008, foi encontrado nos graos de amaranto o peptideo lunasina, amplamente estudado por ter
beneficios de prevencdo ao cancer e de outras doengas, como diabetes, doencas cardiacas,
acidente vascular cerebral, atividade anti-hipertensivas e reducéo do colesterol.**°

Assim como o amaranto, a quinoa (Chenopodium quinoa Willd) pertence a familia
Amaranthae. E nativa da regido dos Andes e foi cultivada como alimento basico do Império
Inca e desempenhou um papel importante na dieta e na cultura dos habitantes pré-hispanicos
andinos. No entanto, sua producdo foi abandonada quase completamente apds a conquista
espanhola. O interesse pela quinoa aumentou nas ultimas décadas devido a sua facilidade de
adaptacdo em diferentes condicdes ambientais. A planta apresenta tolerancia a geada, a
salinidade e & seca, e tem a capacidade de crescer em solos marginais.*® Na década de 90, a
quinoa foi classificada pela NASA (National Aeronautics and Space Administration) como

uma cultura emergente com excelentes propriedades nutricionais para missdes espaciais
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humanas a longo prazo devido ao seu elevado teor em proteinas e sua composicdo de
aminoacidos, principalmente os sulfurados.!” Devido a seu grande potencial nutricional, a
quinoa tem sido muito usada para fins medicinais. As sementes de quinoa sdo o alimento mais
eficaz como fonte de flavondides entre os cereais e pseudocereais,'® além de conter grandes
quantidades de vitamina E, que age como antioxidante a nivel de membrana celular,
protegendo os acidos graxos das membranas celulares contra os danos causados por radicais
livres.® Reconhecendo a importancia da quinoa no fornecimento de seguranca alimentar e
nutricional e na erradicacdo da pobreza, a Assembleia Geral das Nagdes Unidas designou na
sua resolucdo A/RES/66/221, 0 ano de 2013 como sendo o Ano Internacional da Quinoa.

Oleaginosas como a linhaca e a chia ndo sdo considerados grdos integrais pelo
Conselho de gréos integrais (Whole Grain Council), a AACC International, ou Food and Drug
Administration (FDA).*> A chia (Salvia Hispanica L.) é nativa do sul do México e foi o
principal cultivo da antiga cultura mesoamericana, principalmente no periodo pré-
colombiano.?®# As suas sementes contém de 25 a 40% de 6leo, dos quais 60% sdo de acido
alfa-linolénico omega 3 e 20% de acido alfa- linolénico omega 6. Ambos &cidos graxos
essenciais sd0 necessarios para o corpo humano e ndo podem ser sintetizados artificialmente.
Devido ao alto teor de acido graxo linolénico e os efeitos benéficos a salide que podem surgir
a partir de seu consumo, a chia tem se tornado cada vez mais importante para a saude e
nutricio humana.?* Sementes de chia também sdo compostas de proteinas, gorduras,
carboidratos, fibras, minerais, vitaminas e antioxidantes.?

A linhaga (Linum usitatissimum L.) pertence a familia Linaceae. Esta entre os mais
antigos cultivos do mundo e é originaria da india. Foi a primeira a ser domesticada na Africa
e foi posteriormente introduzida em diversas regides do mundo.® Linho é geralmente
considerado como uma planta de duplo proposito fornecendo dois principais produtos, fibras
e sementes. A fibra derivada a partir da haste de linho é caracterizada por alta resisténcia e
durabilidade. As sementes fornecem dleo rico em acidos graxos 6mega-3, proteinas de facil
digestdo, e ligninas. Além disso, as sementes de linhaga sdo uma boa fonte de proteina de alta
qualidade e de fibra soltvel e tem um potencial consideravel como uma fonte de compostos
fenélicos.* Nos gréos de linhaca, os lipidos podem ser protegidos contra a oxidagdo por
diversos mecanismos, por exemplo, pela atividade dos antioxidantes tais como
fenilpropanoidicosdes (flavonoides e &cidos fenélicos) e carotendides.”® Diante dessas
caracteristicas nutricionais, a linhaca tem sido considerada um alimento funcional e de grande

importancia nutricional.®
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O teor de metais em cereais € muito variavel e ird depender da variedade, do tipo de
terreno onde 0s cereais sdo cultivados, da fertilizacdo utilizada, da poluicdo ambiental, entre
outros. Entre os metais que podem ser encontrados nos cereais estdo o cadmio e chumbo, que
s30 elementos téxicos ao ser humano.?” Esses elementos ndo possuem funcdo biolégica,
acumulam-se no organismo e geram disfuncdes no sistema biologico, causando sérios
problemas & satide humana.?’?® A toxicidade aguda do cadmio expressa em valores de DL50
(dose letal mediana) oral em ratos, é estimada em torno de 100 mg kg™ para os sais solGveis.
O controle biologico do chumbo € realizado pela utilizacdo de indices de exposi¢cdo que
fornecem informacdes quanto aos niveis de absor¢do no sangue e na urina, onde os limites de
tolerancia sdo de 60 pg L™ e 150 pg L™, respectivamente.”® Nesse contexto, torna-se cada vez
mais importante a determinacéo dos niveis de elementos toxicos em produtos alimentares.?®
30, 31

Os governos nacionais e organizagdes internacionais estabelecem normas
regulamentadoras para a alimentacdo para facilitar o comércio mundial e melhorar a saude
dos cidaddos de todas as nacdes.*’ O Codex Alimentarius é um Programa Conjunto da
Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (FAO) e da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e se tornou um ponto de referéncia mundial para os consumidores,
produtores e elaboradores de alimentos, para os 6rgdos internacionais de controle e comércio
de alimentos.** As normas Codex abrangem os principais alimentos, sejam estes processados,
semiprocessados ou crus e também tratam de substancias e produtos usados na elaboracdo de
alimentos. Suas diretrizes referem-se aos aspectos de higiene e propriedades nutricionais dos
alimentos, abrangendo codigo de pratica e normas de aditivos alimentares, pesticidas,
residuos de medicamentos veterinarios, substancias contaminantes, rotulagem, classificacéo,
métodos de amostragem e andlise de riscos.” Em 2012, o Codex Alimentarius atualizou a
norma 193 de 1995 “Codex General Standard for Contaminants and Toxins in Food and
Feed”, que determina os niveis maximos permitidos de contaminantes e toxinas em alimentos
e racOes animais. Em cereais, exceto quinoa, os niveis maximos permitidos de Cd e Pb
passaram a ser 0,1 e 0,2 mg kg™, respectivamente.

Apesar da existéncia da regulamentacdo dos niveis maximos permitidos de Cd e Pb
em alimentos, como os cereais, € importante destacar que ndo existem métodos oficiais
recomendados para a determinacdo destes analitos neste tipo de amostra. Neste sentido, o
desenvolvimento de metodologias adequadas para a decomposi¢do de cereais com elevada

eficiéncia aliada a determinacéo de metais em baixas concentracfes € importante. Na Tabela |
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estdo mostrados os métodos oficiais recomendados existentes para a determinacdo de alguns

elementos em diferentes alimentos.

Tabela I. Métodos oficiais recomendados para a determinacdo de alguns elementos em

alimentos.
Amostra Elementos Norma Determinacéo
ASV ap06s decomposicao por via
Alimentos As, Se, Zn, Cd, Pb AOAC 986.15 umida em sistema fechado com
aquecimento convencional
Molho de maca, peixe NMKL 161 F AAS ap06s decomposicao por
picado, pasta de figado, Pb, Cd, Cu, Fe, Zn (1998) via Umida assistida por radiacdo
leite em pb AOAC 991.10 micro-ondas
Peixe, cogumelo, NMKL 139 ) )
_ AAS ap06s decomposicao por via
musculo bovino, farelo Pb, Cd, Cu, Fe, Zn (1991)
de trigo AOAC 999.11 >eee

AOAC - Association of Analytical Communities

ASV —Voltametria de redissolucéo anddica
NMKL - Nordic Committee on Food Analysis

AAS — Espectrometria de absorgdo atémica

F AAS — Espectrometria de absorg¢ao atdmica com chama
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2.2 PREPARO DE AMOSTRAS

Considerando a importancia nutricional dos cereais mencionados anteriormente, é
extremamente importante efetuar o controle de qualidade destes alimentos no que se refere a
determinacdo de metais, principalmente Cd e Pb. Neste sentido, o desenvolvimento de
metodologias de preparo de amostras associados a ténica de determinacdo adequada sdo
importantes para a determinagdo de contaminantes em baixas concentracoes.

As técnicas analiticas modernas tornaram possiveis a determinacdo de analitos em
concentracfes cada vez menores e até mesmo de espécies em matrizes complexas. Isto
aumentou a importancia das etapas de pré-tratamento das amostras de maneira a se obter
solugdes adequadas para analise e reduzir contaminacdo.*

A andlise direta de sélidos € vantajosa porque a determinacdo de analitos pode ser
realizada diretamente sem necessidade de promover a decomposicdo da amostra, restringindo
a sequéncia analitica a poucos passos®>. Entretanto, a maioria das técnicas analiticas envolve a
introducdo de amostras na forma de solugfes aquosas, tornando necessario preparar a amostra
para a transformacdo da espécie quimica de interesse em uma forma apropriada a técnica
escolhida.®® Recentemente, depois de muitos avancos na instrumentacao, persiste 0 consenso
de que a etapa de preparo das amostras € a mais critica, pois pode ser morosa e responsavel
por uma grande fonte de erros, como perdas de analito por volatilizagcdo, contaminagédo por
diversas fontes, adsorcdo e dessorcdo do analito, decomposicdo ou dissolugdo incompleta da
amostra, entre outros.**%’

Para determinacdo de metais em amostras de cereais por GF AAS, mediante a
introdugdo de amostras na forma de solucdo no tubo de grafite, € necessario efetuar uma etapa
de decomposicdo visando a destruicdo da matéria organica de modo a reter os analitos de
interesse em uma solucdo para posterior determinagdo. ** *2As técnicas mais utilizadas para
este propdsito sdo as técnicas de combustdo por via seca®®***° decomposicéo por via imida

| 41,42

em sistema aberto com aquecimento convenciona e decomposi¢do por via Umida em

sistema fechado assistida por radiacdo micro-ondas, as quais serdo destacadas a seguir.™ **#*
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2.2.1 Decomposic¢do por via Umida

Em geral, a decomposicdo de amostras organicas por via umida é realizada na
presenca de um acido mineral concentrado, uma mistura de acidos ou uma mistura de um
acido com outros reagentes, como o peroxido de hidrogénio. Se o poder de oxida¢do do acido
é suficientemente elevado e quando o aquecimento é feito a temperaturas elevadas durante um
tempo adequado, a maioria das amostras sao completamente oxidadas e uma solucdo acida é
obtida com os analitos em suas formas inorganicas.* O 4cido mais comumente empregado é
0 HNO; que forma uma mistura azeotropica com a agua a 67% (m/m), com ponto de ebulicdo
de, aproximadamente, 120 °C. Pode ser utilizado combinado com outros acidos, como
descrito anteriormente, de modo a aumentar as temperaturas de decomposicdo para
possibilitar maior eficiéncia nas quebras das ligagbes carbono-carbono das moléculas
organicas.®

A decomposi¢do por via Umida pode ser realizada com aquecimento convencional em
sistemas abertos ou fechados ou com aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas. A
principal vantagem da decomposicdo por via Umida em relacdo a maioria dos métodos de
decomposigdo por via seca, € a menor temperatura empregada, o que diminui os riscos de

perdas de analito por volatilizacdo.*”

2.2.2 Decomposicao por via Umida em sistema aberto

A decomposicdo por via imida em sistema aberto € um dos mais antigos métodos de
decomposicdo de amostras.®* Esse método consiste em colocar a amostra, previamente
pesada, em um frasco apropriado, geralmente de vidro borosilicato juntamente com o acido e
submeter o sistema ao aquecimento. Uma das desvantagens deste sistema séo as perdas por
volatilizagdo de alguns elementos, tais como halogénios, Sn, As, B, Se Hg, Cd e Pb.* Além
disso, este tipo de decomposicdo é limitado pela temperatura de ebulicdo do &cido
empregado.®* A principal vantagem deste método é a possibilidade de se utilizar grandes
quantidades de amostra, pois a massa da amostra ndo € limitada pela maxima pressdo
permitida dentro do frasco de decomposicdo empregado, quando a decomposic¢édo é conduzida

em frasco aberto.**

22



Os métodos convencionais de decomposi¢do por via Umida em sistemas abertos com
aquecimento convencional, implicam em um sistema equipado com fonte aquecida
convencionalmente, no qual a temperatura € controlada através de um programa de
aquecimento. Atualmente, o0 mais comum s&o os blocos digestores, onde as decomposic¢des
sdo feitas em frascos de vidro ou de politetrafluoretileno (PTFE), com ou sem um
condensador de refluxo.*®

Bjelkova et al.*? utilizaram a decomposic&o por via Umida em sistema aberto com
aquecimento convencional para a posterior determinacdo de cadmio em linhaca em diferentes
partes da planta, incluindo as sementes. Para a decomposicdo das amostras foram utilizadas,
aproximadamente, 1 g de linhaca e 8 mL de HNOj3 concentrado. Essa mistura foi aquecida
durante a noite numa placa de aquecimento. No dia seguinte, a mistura foi aquecida a 120 'C
por 1 h. Apos arrefecimento, 8 mL de H,O, 30% foram adicionados e, em seguida, as
amostras foram novamente aquecidas até a solugdo tornar-se limpida. Ap6s arrefecimento, a
solucdo obtida foi coletada e Cd foi determinado por GF AAS.** Apesar de os autores
informarem que a exatiddo do método foi avaliada utilizando CRM, os valores de
concordancia obtidos ndo foram apresentados. Além disso, o tempo e a temperatura utilizados
no aquecimento durante a noite, assim como o tempo utilizado até a completa decomposicéo
da amostra, também ndo foram informados. Mesmo sem essas informacbes € possivel
observar a morosidade do método.

Cereais também foram decompostos por via Umida em sistema aberto com
agquecimento convencional por Kazi et al*’ para posterior determinacéo de Cd, Cr, Ni e Pb por
GF AAS. Neste trabalho, cerca de 100 mg de amostra foram decompostas com 5 mL de uma
mistura de HNO3; e H,0, (2:1), ambos concentrados. A mistura foi aquecida por cerca de 4 h
a 80 °C, e, em seguida, a mistura de acidos foi adicionada novamente e aquecida até que a
solucdo ficasse incolor. O excesso de acido foi evaporado e, apés arrefecimento, foi
adicionado 5 mL de HNO; 0,5 mol L™ e a solucio obtida foi centrifugada a 3000 rpm durante
10 min. O volume final foi aferido a 10 mL com HNO; 0,5 mol L%* Apesar da
decomposicéo ter se mostrado eficiente, com recuperacao de 95,6-99,7%, a pequena massa de
amostra é uma limitacdo do método. Os autores ainda destacaram a morosidade do método e
as grandes quantidades de reagentes utilizados como desvantagens. Além disso, apesar de 0s
autores afirmarem a completa decomposicdo da amostra, foi necesséria uma etapa de

centrifugacéo, o que indica residuos remanescentes apos a decomposicao.
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2.2.3 Decomposicdo por via umida em sistema fechado (CVWD)

Durante as ultimas décadas, os métodos de decomposicdo por via Umida utilizando
frascos fechados tém se tornado amplamente utilizados.** Os sistemas abertos sio limitados &
temperatura de ebulicdo do acido utilizado a pressdo atmosférica. Como a taxa de reacdo esta
diretamente relacionada com a temperatura, esta condi¢cdo impde um limite sobre o tempo
necessario para a decomposicdo da amostra. Uma reacdo mais rapida pode ser obtida
fechando-se hermeticamente o frasco contendo a amostra e o &cido em um sistema resistente a
pressdo e ao aquecimento, atingindo temperaturas superiores aquelas quando utilizados
sistemas abertos.*

O primeiro método utilizando decomposi¢do por via imida em sistema fechado com
aguecimento convencional foi proposto por Mitscherlich e Carius*® em 1860, frequentemente
descrito como técnica do tubo Carius. Apds o desenvolvimento do tubo Carius, varios
sistemas de decomposicdo utilizando frascos fechados comegaram a surgir, como autoclaves
feitas de metal, Pt ou outras ligas. Decomposicdo em autoclaves foi originalmente proposta
em 1894 por Jannasch®, mas n&o foi muito amplamente empregada.

O uso extensivo de sistemas pressurizados em laboratorios comegou em 1960, como
resultado do desenvolvimento de frascos feitos de polimeros orgéanicos. Sistemas de
aquecimento convectivo em sistema fechado mostraram-se os sistemas mais efetivos para
garantir completa ou quase completa decomposicdo de amostras sélidas, pois os frascos,
geralmente feitos de PTFE e perfluoroalcéxido (PFA), permitem o uso de temperaturas
elevadas (200 — 230 °C).°*%°* Com relagdo a este método cabe destacar que um tempo
consideravel € consumido na etapa de arrefecimento do sistema utilizado para a
decomposicéo e ha limitagdo na massa da amostra utilizada.*

Akinyele et al.*®

avaliaram a eficiéncia da decomposi¢do de diferentes vegetais, frutas,
legumes, tubérculos e cereais (arroz, milho e trigo) por via Umida utilizando frascos de
Teflon® em comparacdo com a decomposi¢do por via seca para posterior determinacdo de
varios metais, entre eles Cd e Pb. Para a decomposi¢do por via Umida, aproximadamente 1 g
de amostra e 20 mL de uma mistura cida de HNO3 e HCI (3:1) foram aquecidos a 150 °C por
150 min em um bloco digestor. A solucdo obtida foi filtrada e aferida a 25 mL com &gua
destilada.> Apesar de o tempo de decomposicdo por via imida ter sido muito menor que por
via seca e de os autores afirmarem que a decomposicdo em sistema fechado mostrou-se téo

eficiente quanto aos métodos de decomposicdo por via seca, foi necessaria uma etapa de
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filtracdo previamente a etapa de determinagdo, indicando que a decomposicdo nao foi
completa. Os valores das concentracdes de Cd e Pb nos cereais ficaram abaixo do limite de

quantificacéo.

2.2.4 Decomposicdo por via umida em sistema fechado com aquecimento assistido por
radiagédo micro-ondas (MWAD)

Desde que Abu-Samra et al *°

relataram a aplicacdo da decomposicéo assistida por
radiacdo micro-ondas para decomposicdo de amostras bioldgicas em 1975, os métodos
empregando radiagdo micro-ondas estdo cada vez mais disseminados.””® Esses sistemas
podem operar sob pressao elevada, de até 120 bar e sob temperaturas que podem chegar a 300
°C. A principal vantagem do uso da radiacdo micro-ondas frente aos sistemas convencionais é
0 aquecimento direto da mistura acida que se da por meio da interacdo com o campo
eletromagnético oscilante gerado pelo magnetron do forno de micro-ondas, resultando em um
aguecimento mais rapido.>® Além disso, este sistema, geralmente, permite que a pressio e a
temperatura sejam controladas durante a etapa de decomposicdo.”®

Ozkutlu® utilizou a técnica de decomposicdo por via Umida assistida por radiagio
micro-ondas para a decomposicdo de diversas sementes, entre elas, a linhaga. Foi empregada
uma massa de 200 mg de amostra e uma mistura acida composta por 5 mL de HNOj3
concentrado e 2 mL de H,O, 30%. A mistura foi aquecida em forno de micro-ondas a uma
temperatura de 200 °C por 45 min. Ap6s a decomposicdo, a solucdo resultante foi filtrada e a
solucdo obtida foi recolhida e aferida com agua destilada a 20 mL para posterior determinacao
de Cd por ICP OES. A exatiddao do método foi avaliada utilizando CRM NIST 1547 — Peach
Leaves e recuperag®es maiores que 95% foram obtidas.' Cabe ressaltar que foi necessaria a
utilizacdo de uma massa relativamente baixa (200 mg) para que a decomposicdo das amostras
fosse eficiente, evidenciando a complexidade da matriz. Apesar dos valores de recuperacgoes
terem sido adequados, os autores ndo avaliaram o teor de carbono residual (RCC) das
solucdes obtidas apds a decomposicdo. A concentracdo de Cd na amostra de linhaca foi 128
ug kg™,

Llorent-Martinez et al *

avaliaram a eficiéncia da decomposi¢cdo de amostras de chia,
entre outros alimentos, empregando forno de micro-ondas em sistema fechado para posterior
determinacdo de 26 elementos, entre eles Cd e Pb, por ICP-MS. Aproximadamente 250 mg de

amostra e uma mistura de 6 mL de HNO3; e 1 mL de H»0O,, ambos concentrados, foram
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utilizados na etapa de decomposicdo. O aquecimento foi feito utilizando uma rampa de
aquecimento de 15 min até chegar a 200 °C e essa temperatura foi mantida por 15 min**. Os
autores fizeram um estudo com diferentes massa de amostra, utilizando no maximo 500 mg e
observaram que as decomposicdes ndo eram completas quando massas maiores que 250 mg
foram usadas. Diante disso é possivel observar a complexidade da matriz dos cereais e a
dificuldade em obter uma completa decomposicdo. Os valores das concentragdes de Cd e Pb

em chia ficaram abaixo do limite de quantificagdo (90 e 230 ng g, respectivamente).

2.2.5 Combustéao

Os métodos de combustdo tém sido utilizados para a decomposicdo de compostos
organicos desde o final do século XVIIl com o trabalho pioneiro de Lavoisier.® Os métodos
de decomposicédo que envolvem as rea¢des de combustdo sdo, geralmente, mais eficientes na
conversdo de carbono e hidrogénio presentes na matriz da amostra em seus respectivos
produtos de oxidacdo (CO, e H,0), em vista das altas temperaturas alcancadas durante a
queima (superior a 1000 °C). Durante a combustédo, a matriz organica pode ser completamente
oxidada, resultando em solu¢Bes com minimo teor de carbono residual e compativeis com a
maioria das técnicas analiticas de determinagao de elementos traco.>® *

De maneira geral, as reacdes de combustdo envolvem a presenga de um oxidante e um
combustivel e resultam, principalmente, na conversdo da matéria organica em CO, e H,0, a
partir de uma reacdo exotérmica. Em sistemas fechados, a pressdo e a temperatura sdo, em
geral, dependentes da massa da amostra, da quantidade de O,, das dimensdes do frasco e da
velocidade da reac&o.*

Os métodos classicos de combustdo em sistemas fechados s&o o frasco de combustdo
de Schoniger e a bomba de combustdo, onde a amostra é queimada dentro de um sistema
fechado preenchido com O, e os gases sdo absorvidos em uma solucdo absorvedora.®? As
vantagens desses métodos incluem, além da elevada eficiéncia de decomposicao, a velocidade
com gue as amostras sdo decompostas, 0 baixo risco de perdas (por se tratarem de sistemas
fechados) e a simplicidade do processo. Uma outra vantagem destes métodos é a utilizacdo de
solucBes diluidas para retencdo dos analitos. Estes métodos ndo tém sido amplamente
utilizados nos ultimos anos devido a algumas limitagdes que sdo bastante significativas. Entre
elas, destaca-se a baixa frequéncia analitica, onde somente uma amostra pode ser processada

de cada vez, a limitada quantidade de amostra que pode ser utilizada (aproximadamente 50
26



mg no frasco de Schoniger), os riscos de contaminagdo pelo material do frasco da bomba de
combustdo, principalmente na determinacdo de Cr, Ni, Fe e V, e além disso, ndo é possivel
aplicar uma etapa de refluxo apos a decomposicdo da amostra para lavagem do sistema e
garantir recuperagdes quantitativas.® *’

Em 2004°% foi desenvolvido o método de combustdo iniciada por radiagdo micro-
ondas (MIC), que envolve a combustdo da matéria organica em frascos fechados, onde a
reacdo de combustdo € iniciada por radiacdo micro-ondas. Este método combina as
caracteristicas dos métodos cléssicos, descritos anteriormente, com a decomposi¢do por via
Umida com aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas. Neste sistema, um suporte de
quartzo € introduzido no frasco de decomposicao e a amostra é colocada sobre esse suporte na
forma de um comprimido ou envolvida em um material adequado. Apos a decomposicédo, 0
sistema permite uma etapa de refluxo para a absorcdo dos gases em uma solucdo
absorvedora.®*®* A MIC foi adaptada em forno de micro-ondas comercial que foi
originalmente desenvolvido para ser utilizado em decomposi¢do por via Umida em sistema
fechado com aquecimento por radiagdo micro-ondas®®.

O método de combustdo iniciada por micro-ondas disponivel atualmente foi
primeiramente proposto por Mesko® para a determinagdo de Cu e Zn em leite em po e figado
bovino. Neste trabalho, o suporte de quartzo utilizado foi desenvolvido no préprio laboratério,
sendo adaptavel ao frasco de quartzo disponivel comercialmente pelo fabricante do forno de
micro-ondas. O suporte utilizado por Mesko® possui algumas vantagens frente a outros
modelos estudados, como a presenca de ranhuras na base para permitir o melhor contato da
amostra com o oxigénio no interior no frasco. Além disso, a parte superior do suporte possuli
formato c6nico para permitir que a solugdo absorvedora efetue uma lavagem efetiva da base
do suporte, além de proteger a tampa do frasco contra a chama gerada do processo de
combustdo. As amostras foram prensadas na forma de comprimido e colocadas sobre um
disco de papel filtro posicionado na base do suporte de quartzo, onde 50 puL de NH;NO3 6
mol L™ foram adicionados como iniciador da combust&o. Em seguida, o suporte foi colocado
dentro do frasco de quartzo e o sistema foi pressurizado com 20 bar de O, por 2 min e levado
ao interior da cavidade do forno de micro-ondas. Foi feita uma investigacdo da influéncia da
concentracdo do HNO3; como solucdo absorvedora, onde utilizou-se HNO3 concentrado, 2
mol L™ e somente 4gua. A solugdo de HNO; concentrado foi a solucdo absorvedora que

mostrou-se mais adequada para retengdo dos analitos apds a combustdo de figado bovino.
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Com a aplicacdo da etapa de refluxo, a recuperacdo de Cu e Zn foi superior a 93%. O teor de
carbono residual foi inferior a 0,4%.

Posteriormente, outros trabalhos foram desenvolvidos utilizando a decomposigéo por
MIC para diversas matrizes. No entanto, devido a estas aplicagdes terem sido feitas com
amostras diferentes do presente trabalho, ndo serdo mencionadas. Recentemente, Muller et
al®® propuseram um método para a decomposicdo de castanhas por MIC e posterior
determinacdo de As, Cd e Pb por ICP-MS. Para este estudo foram avaliadas massas de
amostra entre 100 e 500 mg que foram envolvidas em filmes de polietileno. Como iniciador
de combustio foram utilizados 50 pL de NH4NO; 6 mol L™ A diluicio da solucdo
absorvedora também foi avaliada e, para isto, foram utilizadas 6 mL de HNO3 4, 7, 10 e 14
mol L. Apés o fechamento dos frascos, o sistema foi pressurizado com 20 bar de O, e o rotor
foi colocado no interior da cavidade do forno de micro-ondas. O programa de aquecimento
utilizado foi de 1400 W por 5 min. O tempo utilizado na etapa de refluxo, o tempo de
arrefecimento, a concentracdo e quantidade de NH;NO; utilizado e a massa de papel filtro
foram escolhidos de acordo com estudos anteriores.” A pressdo atingida, quando utilizados
500 mg de massa da amostra, foi de 35 bar, que representa menos de 45% da pressdo maxima
recomendada pelo fabricante (80 bar). Portanto, 0 método proposto foi considerado seguro e
eficaz para a decomposicdo de massas de amostra até 500 mg. Além disso, quando HNO3; 7
mol L™ foi utilizado como solucdo absorvedora, os resultados para todos os elementos
analisados apresentaram concordancia maior que 96% em comparacdo com o0s resultados
obtidos por MIC utilizando HNOs; 14 mol L% Os autores também compararam a
decomposic¢édo por MIC com aMWAD, onde foram utilizados 5 mL de HNOj3 concentrado e 1
mL de H,0, 50%. Apos a decomposicdo por MWAD, em vista da concentracdo de &cido, a
solugdo obtida foi diluida a fim de evitar interferéncias na etapa de determinagéo por ICP-MS.
Com isso, ndo foi possivel a determinacdo de Cd, Pb e As, devido a diluicdo excessiva da
amostra. Além dessas desvantagens, a solucdo obtida por MWAD apresentou teor de carbono
residual maior que 20%, enquanto que as solucdes obtidas por MIC apresentaram teor de
carbono residual menor que 1,5%.

Cabe ressaltar que, apesar das vantagens da MIC, este método de preparo de amostras
ndo foi utilizado até 0 momento para a decomposicdo de amostras de cereais, como amaranto,

chia, linhaga e quinoa, para a posterior determinacgao de metais.
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2.3 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE
(GF AAS)

Diante da necessidade em determinar contaminantes em alimentos se torna necessario
desenvolver métodos para a determinacdo de metais. Para isso, diferentes técnicas como
FAAS® % GF AAS® ICP OES® e ICP-MS™ * * tém sido utilizadas para a determinagéo
de Cd e Pb em alimentos.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado € uma
técnica capaz de determinar mais de 70 elementos e baseia-se na excitacdo de elementos em
um plasma de argdnio. E uma técnica multielementar e determina elementos em baixa
concentracdo com boa sensibilidade, mas apresenta limites de deteccdo mais elevados que
aqueles obtidos por GF AAS.®® Por outro lado, a ICP-MS permite a determinacio de
elementos em baixas concentracdes (em geral, inferiores as obtidas por GF AAS) e analise
isotdpica. A capacidade multielementar, associada a sua alta sensibilidade, possibilita elevado
desempenho para analises de rotina. No entanto, um dos aspectos criticos para a técnica de
ICP-MS ¢é a ocorréncia de interferéncias, que exige criteriosa selecdo de condigdes de
calibracio e tratamento de amostras.®

O principio das técnicas de absorcdo atbmica baseia-se na medida da absor¢cdo da
radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de radiagdo, por atomos gasosos no
estado fundamental. A técnica de GF AAS difere da F AAS principalmente em relacdo ao
sistema de introducdo de amostras e atomizador que, ao invés deum queimador, consiste em
um tubo de grafite pirolitico com 2 a 4 cm de comprimento. A GF AAS apresenta limites de
deteccdo da ordem de pg L™ e, além da sensibilidade, apresenta vantagens em relacéo a F
AAS pelo reduzido volume de amostra requerido e também pelo baixo consumo de gases.®® A
espectrometria de absorcdo atémica (AAS) foi introduzida em 1955 por Alan Walsh.”* Em
1959, Boris L vov propds o uso de um forno de grafite como atomizador, baseado no forno de
King, projetado em 1905."

O forno de Massmann, que apareceu em 1967, representou um grande avanco para o
desenvolvimento de um atomizador eletrotérmico que pudesse ser usado em equipamentos
comerciais. O tubo de grafite, de 50 mm de comprimento, aquecido pela aplicacdo de uma
corrente muito alta (500 A), a baixa voltagem (10 V), permitia uma graduacdo muito fina de
temperatura e, portanto, a selecdo de condi¢cdes de temperaturas 6timas para a atomizacdo de

cada elemento. O tubo de Massmann era submetido a um fluxo constante de um gas inerte e,
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com isso, obteve limites de deteccdo cerca de 10 vezes piores que 0s obtidos por L vov. Uma
série de outros autores propuseram dispositivos alternativos de atomizacdo, mas o modelo de
Massmann é o que foi adotado pelos fabricantes e introduzido comercialmente em 1970,
como acessorio dos instrumentos de absorcdo atdmica com chama.”® Os fornos comerciais
eram ndo isotérmicos, ou seja, as extremidades dos fornos, em contato com os eletrodos de
contato, perdiam calor, tornando-se naturalmente mais frias que o centro. Com isso, 0S
atomos formados no centro do tubo de grafite difundiam-se para as extremidades mais frias,
levando a reacdes de recombinagdes.”

De modo a compensar o problema causado pela ndo-isotermicidade, L vov propds que
a amostra fosse depositada sobre uma pequena plataforma de grafite pirolitico. A plataforma
era aquecida, primeiramente, por radiacdo vinda das paredes do tubo e, posteriormente, pelo
gas aquecido. Assim, a temperatura da plataforma aumenta menos rapidamente do que a
parede do forno e tende a atingir o equilibrio térmico com o gés do interior do tubo em
aquecimento. Desta forma, os atomos provenientes da plataforma sdo lancados em uma
atmosfera isotérmica, de temperatura igual ou mais quente, ndo havendo problemas de
recombinacdo.’* "

Entre as vantagens do forno de grafite podem ser citadas: a alta sensibilidade e a
pequena quantidade de amostra requerida; em relacdo a técnica de chama, os limites de
deteccdo melhoram de varias ordens de grandeza. Entretanto, o desenvolvimento desta técnica
é limitado pelos efeitos adversos causados por algumas matrizes em determinadas situacdes.
Em 1981, Walter Slavin, baseado nos principios de L vov, introduziu o conceito de STPF
(“Stabilized Temperature Platform Furnace”), que compreende um conjunto de condigdes
gue melhoram a sensibilidade da técnica de GF AAS. Este conceito inclui as seguintes
recomendag0es:

1. Evaporacdo da amostra a partir da superficie da plataforma de grafite (Plataforma de
L vov)
Uso de tubos de grafite revestidos com grafite pirolitico;
Uso de corretor de absorcao de fundo eficiente (baseado no efeito Zeeman);
Atomizacdo sem fluxo de géas inerte no interior do tubo de grafite;

Eletrénica rapida para aquisic¢do dos sinais analiticos;

o g ~ w D

Célculo das concentragdes dos analitos, preferencialmente, atraves do uso da area dos
sinais analiticos ao invés da altura;

7. Uso de modificadores quimicos.
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A introducdo deste conceito foi de grande importancia para o desenvolvimento da GF
AAS gue hoje é considerada uma técnica de alta sensibilidade e versatil para a determinacéo
de elementos em baixas concentracdes em diferentes tipos de matrizes.”* Nesse sentido, a GF

AAS pode ser utilizada para a determinacéo de Cd e Pb em cereais.*"®
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo principal desenvolver uma metodologia analitica para a
determinacdo de Cd e Pb por espectrometria de absor¢do atbmica com forno de grafite em
cereais apds decomposicdo das amostras. Além disso, este trabalho também tem como
objetivos a avaliacdo de diferentes métodos de decomposicédo e a aplicacdo da metodologia

mais adequada para diferentes tipos de cereais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

A decomposicdo das amostras por via Umida em sistema aberto com aquecimento
convencional foi feita em bloco digestor modelo DK Heating Digester (Velp Scientifica),
equipado com 20 tubos de borosilicato com capacidade para 100 mL. A decomposicdo em
sistema fechado com aquecimento convencional foi realizada em um bloco digestor modelo
TE-007D (Tecnal), equipado com 12 frascos de PTFE com tampa rosca, com capacidade
maxima para 50 mL. Para as decomposi¢cbes por MWAD foram utilizados dois diferentes
sistemas: i) sistema de média pressdo: modelo Speed Wave Four (Berghof) com condicdes
maximas de operacdo para a temperatura, pressdo e poténcia sdo de 260 °C, 40 bar e 1400 W,
respectivamente, equipado com frascos fechados de TFM®PTFE (PTFE modificado), com
capacidade maxima para 60 mL e ii) sistema de alta pressdo: modelo Multiwave PRO (Figura
2, Anton Paar) com condi¢fes maximas de operacdo de temperatura, pressao e poténcia de
280 °C, 80 bar e 1400 W, respectivamente, equipados com frascos fechados de quartzo com
capacidade para 80 mL.

Para a MIC também foi utilizado o forno de micro-ondas de alta pressdo , modelo
Multiwave PRO, Anton Paar), (Figura 2) equipado com suporte de quartzo que € inserido no
interior do frasco (Figura 3). A amostra, na forma de comprimido foi colocada sobre o papel

filtro posicionado na base do suporte de quartzo.

Figura 2. Forno de micro-ondas comercial utilizado para a decomposicdo por via Umida e

combustdo iniciada por micro-ondas.
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Suporte de quartzo

Figura 3. Frasco de quartzo e suporte empregados na combustao iniciada por micro-ondas.

Para a determinacdo de Cd e Pb foi utilizado um espectrometro de absorgdo atdmica
com forno de grafite modelo PinAAcle 900T (Perkin Elmer) equipado com auto-amostrador
AS 900, tubos de grafite recoberto piroliticamente e plataforma de L Vov integrada, com
aquecimento transversal. A correcdo do sinal de fundo é baseada no Efeito Zeeman e foi
aplicado um campo magnético de 0,8 T.

Para a determinacdo de lipidios foi utilizado um extrator de Soxhlet Soxtec™ 2055
(Foss Tecator) equipado com 6 cartuchos de Soxhlet. Para a determinacéo de proteinas foram
utilizados um bloco digestor macro de nitrogénio e proteina NT 351 (Novatecnica) com
capacidade para 6 provas macro, um destilador de nitrogénio e proteina NT 415
(Novatecnica).

Para a determinacdo do teor de carbono residual foi utilizado um analisador de
carbono organico Multi N/C 2100 S (Analytik Jena) equipado com amostrador automatico.

Outros equipamentos também foram utilizados: balanca digital Shimadzu, com
resolucdo de 0,0001 g e capacidade para 220 g modelo AUY 200 (Shimadzu), estufa
convencional com circulagdo de ar (Nova Etica) e moedor criogénico modelo 6750 (Spex

CertiPrep) equipado com tubos de policarbonato.
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4.2 REAGENTES

Para o preparo de todas as solucbes e amostras foi utilizada &gua deionizada,
purificada em sistema Milli-Q® (Millipore) com resistividade de 18,2 MQcm. O 4cido nitrico
PA, 65% (m/m) (Sigma Aldrich), utilizado foi bidestilado em sistema de sub-ebuli¢éo
(Distillacid, Berghof).

Para a determinacdo de Cd e Pb foram utilizados dois modificadores quimicos,
Mg(NO3), 0,1% e Pd(NOs), 0,1% em &gua, que foram preparados a partir das solu¢des de
Mg(NOs), 1% (m/v) em agua (Chem sacn AS) e Pd(NOs), 10000 mg L™ em HNO; 15%
(Merck). A limpeza do pipetador automatico do espectrometro de absorcdo atomica foi feita
com uma solucdo contendo 1% de HNO3z (v/v) e 0,01% de Triton X-100 (v/v) em agua. As
solugdes padrdo de Cd e Pb foram preparadas a partir de solugdes estoque, ambas de
concentracdo 1000 mg L™ + 4 mg L™ em HNO3 2% (Sigma Aldrich).

Para a determinacdo de carbono residual foram utilizados biftalato de potassio
(Emsure), carbonato de potassio (Emsure) e bicarbonato de potassio (Sigma Aldrich).

Para a determinacdo de lipidio foi utilizado éter etilico anidro (Dindmica). Para a
determinacédo de proteinas foram utilizados os seguintes reagentes: sulfato de cobre (Vetec),
sulfato de sodio (Nuclear), hidréxido de sédio (Dinamica), acido sulfurico concentrado
(Vetec), acido bérico (Vetec) e indicador de Tashiro.

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratdrio foram descontaminados
por imersdo em HNO3; 10% (v/v) por, pelo menos, 24 h e, posteriormente, lavados com agua

purificada.

4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram caracterizadas através da determinagdo de lipideos e proteinas. A
determinacdo de lipideos foi feita atraves de um método gravimétrico, baseado na perda de
peso do material submetido a extracdo com éter etilico. Aproximadamente 2,5 g de amostra
foram transferidas para um cartucho de Soxhlet, previamente forrado com papel filtro e
algoddo e, em seguida, a amostra foi coberta por algoddo. A um copo especifico do
equipamento foram adicionados 100 mL de éter etilico. Em seguida, os cartuchos contendo a
amostra e 0s copos contendo o solvente foram encaixados no extrator de Soxhlet e a extracao

foi iniciada ap6s imersdo do cartucho no solvente a 135 °C por 25 min. Apds a extragéo, o
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suporte onde os cartuchos estavam encaixados foi levantado e o solvente remanescente no
cartucho foi deixado gotejar até completo desprendimento da amostra. Em seguida, 0s 0s
copos foram colocados em estufa a 100 °C por 20 min e colocados em dessecador.

O célculo da quantidade de lipideos (%) foi feito segundo a equacédo abaixo:

Lipideos (%) = PL x 100
P
Onde:
PL = peso do copo com gordura — peso do copo antes da extragao
P = peso da amostra

A determinacdo de proteinas foi feita pelo Método Kjedahl e consiste em 3 etapas que
serdo descritas a seguir:

i) Digestdo: aproximadamente 500 mg de amostra foram pesadas e transferidas para o
tubo Kjeldahl, juntamente com 5 g de uma mistura (10:1) de sulfato de sédio e sulfato de
cobre, e 20 mL de H,SO, concentrado. Os tubos foram colocados no bloco digestor e
aquecidos a 430 °C por 2 h. Em seguida foram deixados esfriar a temperatura ambiente.

ii) Destilagdo: apos completo arrefecimento, 20 mL de H,O destilada e 3 gotas de
indicador Tashiro (vermelho de metila 0,1% e azul de metileno 0,1%, 2:1, em alcool etilico)
foram adicionados ao tubo. Em um erlenmeyer, foram adicionados 15 mL de acido bdérico
4%, 10 mL de H,O destilada e 5 gotas de indicador Tashiro. O tubo e o erlenmeyer foram
encaixados no destilador de nitrogénio. Através de um funil introdutor do destilador, 45 mL
de NaOH 40% foram adicionados ao tubo Kjeldahl. Em seguida, o equipamento foi ligado e o
tubo submetido a ebulicdo até que 125 mL de solucdo fosse recolhida no erlenmeyer.

iii) Titulacdo: a solucdo destilada no erlenmeyer foi titulada, através de bureta, com
4cido sulfarico 0,1 mol L™ até visualizagdo do ponto final de titulacao.

O célculo da quantidade de proteinas (%) foi feito segundo a equacao abaixo:

K x V x Fator

Proteina (%) = P

Onde:
K =Fc x 0,0014 x 100
Fc = fator de correcdo da solucéo de &cido sulfarico 0,1 mol L™ (1,398984)

P = massa da amostra em gramas
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V = volume da da solucéo de &cido sulfurico gasto na titulacdo

Fator = fator de conversao de nitrogénio para proteina que varia conforme o alimento (para

cereais utilizou-se o valor de 5,83)

4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS E METODOS DE DECOMPOSICAO

Amostras de amaranto, chia, linhaca e quinoa foram adquiridas em comércio local. As

amostras foram secas em estufa a 60 °C por 10 h previamente & etapa de homogeneizag&o.

Para uma completa homogeneizacdo, as amostras foram cominuidas em moedor criogénico

utilizando um programa de 2 min de pré-congelamento e 2 min de moagem. Em seguida, foi

avaliado o método de decomposi¢cdo mais adequado para as amostras, onde diferentes

sistemas foram investigados, os quais estdo mostrados na Figura 4.

Métodos de
decomposicao

Via umida com
aquecimento
assistido por

radiagdo micro-

ondas

Via umida em
sistema fechado
com aquecimento
convencional

Via imida em
sistema aberto
com aquecimento

convencional

Combustédo
Iniciada por
micro-ondas

Solugéo
absorvedora
(HNO;1,3e 7
mol L)

Sistema de Sistema de
média pressao alta presséao
(40 bar) (80 bar)

HNO; + HNO; +
H,0, HNO, H,0, HNO;

Figura 4. Métodos de decomposicao avaliados

4.4.1 Decomposicao por via Umida em sistema aberto com aguecimento convencional

Para a decomposicao das amostras por via Umida em sistema aberto com aquecimento
convencional, foram pesados, aproximadamente, 500 mg de cada amostra e colocados em

frascos de decomposicdo de vidro borosilicato. Em seguida, foram adicionados 5 mL de

HNO; concentrado. A mistura foi deixada em repouso por 30 min previamente a etapa de

aquecimento para o HNOg3 reagir com a amostra de modo a evitar projecdes durante a
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decomposic¢éo. Para diminuir as perdas dos analitos por volatilizacdo e a contaminacdo foram
colocadas tampas de tubos tipo Falcon sobre os tubos de decomposicdo. O programa de

aquecimento utilizado para a decomposicdo das amostras esta mostrado na Tabela II.

Tabela I1. Programa de aquecimento utilizado para a decomposi¢cdo das amostras por via

Umida em sistema aberto com agquecimento convencional

Temperatura (°C) Tempo (min)
60 60
80 30
120 120

Ap0s o término do programa de aquecimento e arrefecimento dos frascos, as solugdes
obtidas foram transferidas para frascos de polipropileno graduado e o volume foi aferido a 40
mL com &gua. A descontaminacdo dos frascos foi feita adicionando 5 mL de HNO;

concentrado seguido de aquecimento a 130 °C por 90 min.

4.4.2 Decomposicdo por via Umida em sistema fechado com aguecimento convencional

Para a decomposicdo das amostras por via Umida em sistema fechado com
aguecimento convencional, aproximadamente 300 mg de cada amostra foram pesadas e
colocadas nos frascos de decomposi¢do de PTFE. Em seguida, foram adicionados 5 mL de
HNO; concentrado. A mistura foi deixada em repouso por 30 min previamente a etapa de
aquecimento. Foram avaliados dois programas de temperatura para a decomposicao das
amostras a fim de avaliar o aumento da temperatura e rampa de aquecimento. O primeiro
programa é o mesmo utilizado para a decomposi¢cdo em sistema aberto (Tabela Il) e o
segundo é mostrado na Tabela I1l. Também foi avaliada a utilizagdo de uma mistura de 5 mL
de HNO3 e 1 mL de H,0,, ambos concentrados, com o programa de aquecimento mostrado na
Tabela I1l.
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Tabela Il11. Programa de aquecimento para a decomposicdo por via Umida em sistema

fechado com aquecimento convencional.

Temperatura (°C) Tempo (min)
60 60
80 60
110 60
140 60

Apds o término do programa de aquecimento e arrefecimento dos frascos, as solucdes
decompostas foram transferidas para frascos de polipropileno graduado e o volume foi aferido
a 40 mL com agua. Em seguida, os frascos foram lavados com &gua e descontaminados com 5
mL de HNO3 a 140 °C por 90 min.

4.4.3 Decomposicdo por via umida em sistema fechado assistida por radiacdo micro-
ondas (MWAD)

Para a decomposi¢do das amostras por via Umida em sistema fechado assistida por
radiacdo micro-ondas em um sistema de média pressdo (até 40 bar), aproximadamente 500
mg de cada amostra foram pesados e colocados nos frascos de TFM®PTFE (modelo DAP60)
com capacidade maxima de 60 mL. Em seguida, foram adicionados 6 mL de HNOj;
concentrado e a mistura foi deixada em repouso por 30 min. Os frascos foram submetidos ao
aquecimento por radiacdo micro-ondas seguindo o programa de agquecimento recomendado
pelo fabricante do equipamento para decomposi¢éo de alimentos, mostrado na Tabela IV. A
fim de avaliar o efeito do aumento da temperatura, a decomposi¢cdo da amostra de quinoa
(escolhida arbitrariamente) também foi feita utilizando uma temperatura maior (220 °C ao
invés de 190 °C) na etapa 2. O mesmo programa de aquecimento também foi utilizado para a

avaliacdo da decomposigdo com uma mistura de 6 mL de HNO3z e 1 mL de H,O,,
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Tabela IV. Programa de aquecimento para a decomposicdo por via Umida em sistema

fechado assistido por micro-ondas (média pressao).

Etapa Temperatura Pressio  Rampa (min)  Tempo (min) Poténcia (%)
(°C) (bar)
1 160 30 10 5 80
2 190 30 5 10 90
3 50 25 1 10 0

Mesmo havendo uma etapa de resfriamento dos frascos, estes foram deixados em
repouso a temperatura ambiente antes da abertura dos mesmos para evitar projecdes devido a
alta pressédo no interior dos frascos. As solucfes obtidas foram transferidas para frascos de
polipropileno graduados e o volume foi aferido a 40 mL com agua. Em seguida, os frascos
foram lavados com agua e submetidos a descontaminacéo, utilizando-se 5 mL de HNOs. O
programa de aquecimento recomendado pelo fabricante do equipamento para a limpeza dos
frascos & mostrado na Tabela V.

Tabela V. Programa de aquecimento para a descontaminacao dos frascos utilizados.

Etapa Temperatura Pressio  Rampa (min)  Tempo (min) Poténcia (%)
(°C) (bar)
1 170 30 5 5 80
2 210 30 5 5 80
3 50 25 10 5 0

A decomposicdo das amostras por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas
também foi realizada em um forno de micro-ondas de alta pressdo (modelo Multiwave PRO,
Anton Paar), a fim de avaliar diferentes sistemas assistidos por radiacdo micro-ondas.
Aproximadamente 500 mg de cada amostra foram pesados e transferidos para os frascos de
guartzo e adicionados 6 mL de HNOs. Posteriormente, os frascos foram fechados e
submetidos ao programa de aquecimento identificado como “cereais” recomendado pelo
fabricante, (Tabela VI). A decomposic¢do da amostra de quinoa (escolhida arbitrariamente) foi
feita segundo o programa de aquecimento mostrado na Tabela V1 utilizando uma mistura de 6
mL de HNO3 e 1 mL de H,0..
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Tabela VI. Programa de aquecimento para a decomposicdo por via Umida em sistema

fechado assistido por micro-ondas (sistema de alta presséo)

Etapa Poténcia (W) Tempo de Tempo de Exaustéo
rampa (min) permanéncia (min)
1 900 15 15 Fan 1
2 0 20 Fan 2*

Taxa de aumento da pres&o 0,8 bar s™*, temperatura maxima 280 °C e pressdo maxima 80 bar,

* etapa de resfriamento

4.3.4. Decomposicao por combustdo iniciada por micro-ondas (MIC)

Para a decomposicdo por combustdo iniciada por micro-ondas, as amostras em forma
de comprimidos foram colocadas em um papel filtro posicionado na base do suporte de
quartzo (Figura 5). Foram adicionados 50 pL da soluc&o de NH4sNO3 6 mol L™ diretamente no
papel filtro, conforme j4 estabelecido.®®®®? Posteriormente, foram adicionados 6 mL da
solucgéo absorvedora no frasco de quartzo e o suporte foi colocado no interior do frasco com
auxilio de uma haste. O sistema foi fechado, os frascos foram fixados no rotor e colocados no
interior da cavidade do forno com a capa protetora do rotor. Em seguida, os frascos foram
pressurizados com oxigénio com auxilio de uma ponteira de PTFE (pressdo de 20 bar por 1
min). O programa de aquecimento do forno de micro-ondas estd mostrado na Tabela VII.

Figura 5. Amostra de quinoa em forma de comprimido,posicionada na base do suporte de

quartzo utilizado.

41



Tabela VII. Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo das amostras por MIC.

o Tempo de Tempo de B
Etapa Poténcia (W) _ o _ Exaustdo
rampa (min) permanéncia (min)
1 1400 - 5 Fan 1
2 0 20 Fan 2*

Taxa de aumento da presdo 0,8 bar s™, temperatura maxima 280 °C e pressio méaxima 80 bar,
* etapa de resfriamento

Apbs o final do programa e resfriamento dos frascos, o rotor foi retirado da cavidade
do forno e a pressdo interna dos frascos foi eliminada pela abertura da valvula de escape dos
gases. Os frascos foram retirados do rotor e agitados manualmente para que ocorresse a
lavagem do suporte e das paredes do frasco.

A amostra de quinoa foi utilizada para a otimizacdo da solucdo absorvedora para
decomposicdo por MIC. Foi avaliado o uso de HNO3 1, 3 e 7 mol L™. As solucées obtidas
apo6s decomposicdo foram quantificadas e os resultados foram comparados com os obtidos
ap6s decomposicdo com HNO3 14 mol L™ por MWAD.

4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONO RESIDUAL

A determinacéo do teor de carbono residual nas amostras foi feita em um analisador de
teor de carbono total e orgéanico. A curva de calibracdo foi feita utilizando-se solugdes de
carbono de 5 a 250 pg L™, preparadas a partir de biftalato de potassio P.A. (Merck). A
guantidade de amostra injetada no forno foi de 500 UL, a temperatura do forno e a vazédo de

oxigénio foram ajustadas em 800 °C e 150 mL min™, respectivamente.

4.6 DETERMINACAO DE CADMIO E CHUMBO POR ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Para a calibracdo do equipamento foram preparadas solu¢des na faixa de 0,1 a 10 ug

L™ para 0 Cd e 1 a 100 pug L™ para o Pb em HNO3 5%, a partir de solucdes estoque com
concentracdo de 1000 mg L™. O volume de amostra introduzido no tubo de grafite através do
auto-amostrador foi 20 pL e o volume dos modificadores quimicos foi 3 uL de Mg(NO3),
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0,1% e 5 pL de Pd(NOs), 0,1%, conforme recomendacdes do fabricante do equipamento’.
Argbdnio com pureza de 99,996% (White Martins/Praxair) foi utilizado como gas de purga. Os
parametros instrumentais utilizados para a determinagdo de Cd e Pb estdo mostrados na
Tabela VIII.

Tabela VII1. Parametros instrumentais utilizados para a determinacdo de Cd e Pb.

Parametros Elemento

Cd Pb
Lampada HCL HCL
Comprimento de onda (nm) 228,80 283,31
Corrente da lampada HCL (mA) 3 10
Fenda espectral (nm) 0,7 0,7
Medic&o do sinal (abs s™) area area
Tempo de integracéo (S) 5 5

Para verificar as melhores condicdes de determinacdo de Cd e Pb, as temperaturas de
pirélise e atomizacdo foram avaliadas para cada elemento e amostra. A absorbancia integrada
e a precisdo foram os parametros avaliados para se estabelecer o programa de temperatura

mais adequado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Inicialmente, foi feita a selecdo das amostras de cereais, onde procurou-se escolher
cereais que possuissem um consumo crescente e elevado valor nutricional. As amostras foram
adquiridas em diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de Porto Alegre a fim de
avaliar a contaminacdo das mesmas com Cd e Pb devido a armazenagem, transporte ou
cultivo. No entanto, ndo foi possivel encontrar informacdes sobre os locais de cultivo e
transporte. Apds, as amostras foram secas em estufa a 60 °C e posteriormente, cominuidas em
moedor criogénico. Adicionalmente, para fins de caracterizacdo, foi feita a determinacédo de
lipidios e proteinas.

A determinac&o de lipideos foi feita pelo método de Soxhlet, um método gravimétrico,
baseado na perda de peso do material submetido a extracdo com éter etilico. A determinacéo
de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl, no qual avaliou-se o teor de nitrogénio

total de origem organica. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela IX.

Tabela IX. Caracterizacdo das amostras.

Amostra Lipideos (%0) Proteinas (%o)
Amaranto A 6,42 £ 0,16 13,0+£0,1
Amaranto B 7,14 £ 0,05 13,6 £0,1
Chia A 334+0,1 17,3+0,4
ChiaB 33,7+£0,2 20,0+£0,3
Linhaca A 38,1+0,6 19,3+0,1
Linhaca B 39,6 +0,3 20,0+0,1
Quinoa A 6,19+0,1 120+0,1
Quinoa B 5,43 £ 0,02 14,0+0,1

Como pode ser observado na Tabela IX, quando comparados 0s mesmos tipos de
amostras, porém adquiridas em estabelecimentos comerciais diferentes, tanto as quantidades

de lipideos quanto as de proteinas nao apresentaram diferencas significativas.
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5.2 METODOS DE DECOMPOSICAO DAS AMOSTRAS

Apbs a etapa de caracterizacdo das amostras, foi feita a otimizacdo dos métodos de
decomposi¢do de amostras, onde foram avaliados os métodos de decomposic¢do por via Umida
em sistema aberto e fechado com aquecimento convencional, via imida em sistema fechado
assistido por radiacdo micro-ondas (sistemas de média e alta pressdo) e combustdo iniciada
por micro-ondas. Cabe destacar que, para a avaliacdo da eficiéncia dos métodos de
decomposicgéo avaliados, foi escolhida a amostra de quinoa A, tendo em vista que em estudos
prévios, foi verificado que as solugdes resultantes obtidas apds a decomposicao desta amostra
apresentam interferéncia na determinacdo dos analitos por GF AAS. Desta forma, todos os
ensaios subsequentes que serdo relatados para a amostra de quinoa, sdo referentes a utilizacdo
da amostra de quinoa A. No entanto, todos os métodos de preparo de amostras foram
aplicados para todos os cereais selecionados, apresentando comportamento similar.

Inicialmente, a avaliacdo da eficiéncia das decomposicGes foi feita visualmente, pois
convencionalmente, quando se obtém uma solucdo clara, assume-se que a oxidagdo da
matéria organica foi completa.*® Na Figura 6 pode ser observada, através da coloracdo, a
diferenca de coloracdo da solugéo final obtida por cada método de decomposicéo investigado

para a amostra de quinoa.

Figura 6. SolucGes digeridas pelos quatro métodos de decomposicdo de amostras, onde (A)
decomposicdo por via Umida em sistema aberto com aquecimento convencional,
(B) CVWD, (C) MWAD (alta presséo) e (D) MIC.

Nesta figura sdo mostradas imagens das solucdes obtidas apds a decomposicdo da

amostra de quinoa, porém, um comportamento similar para 0s quatro métodos de
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decomposicdo foi observado para as outras amostras. A amostra decomposta em sistema
aberto com aquecimento convencional (Figura 6A) apresenta coloracdo amarelo intenso
podendo ser um indicativo de uma baixa eficiéncia da decomposigdo e existéncia de matéria
organica ndo decomposta. Além disso, ao final da decomposicdo foi observado a presenca de
solidos remanescentes, que pode ser relacionado com os lipideos ou até mesmo a celulose
presentes nos cereais, que necessitam de temperaturas mais altas para a completa
decomposicdo. Atayese e colaboradores*' observaram que amostras de amaranto ndo foram
totalmente decompostas pelo método de decomposicéo por via Umida em sistema aberto com
aquecimento convencional, mesmo utilizando uma mistura de é&cidos (5 mL H,SO,
concentrado + 25 mL de HNO3 concentrado + 5 mL de HCI concentrado) e aquecimento por
1 h. Apés arrefecimento dos frascos e afericdo com agua destilada, a solucdo foi filtrada e a
solugdo obtida foi deixada em repouso por 15 h e o sobrenadante foi analisado por
espectrometria de absorcdo atémica com chama (F AAS)*. Em um outro trabalho’, a
decomposicdo por MWAD (200 °C por 45 min) de 200 mg de linhaca também néo foi
completa quando utilizados uma mistura de 2 mL H,O, 30% (v/v) e 5 mL de HNO;3
concentrado. A solugcdo decomposta apresentou sélidos remanescentes e foi filtrada para
posterior anélise por ICP OES®. Desta forma, é possivel perceber que os cereais s&o matrizes
complexas e € necessario utilizar métodos de decomposicdo mais drasticos de forma a obter a
decomposigéo completa da amostra.

Diante da ineficiéncia da decomposicdo mediante aquecimento convencional em
frasco aberto (indicada pela presenca de residuos solidos na solugéo resultante), este método
de preparo de amostras ndo foi mais avaliado. Como pode ser observado na Tabela I, a
decomposi¢do por via Umida em sistema aberto com aquecimento convencional é bastante
demorada, pois além do tempo de decomposicdo, deve ser considerado ainda, o tempo em que
o0 sistema de aquecimento do bloco digestor leva para atingir a temperatura desejada em cada
etapa. Sendo assim este método mostrou-se moroso e ineficiente para todas as amostras
utilizadas neste trabalho.

A amostra decomposta em sistema fechado com aquecimento convencional (Figura
4B) também apresentou uma cor amarelada, indicativo de que ainda existe matéria organica
na solucdo; porém, ndo continha solidos remanescentes. 1sso deve-se ao fato de que em
sistemas fechados a maior pressdo no interior dos frascos eleva o ponto de ebuli¢do do &cido e
a decomposicdo se da em temperaturas mais altas, facilitando a decomposicdo de matrizes

mais complexas. Tanto no sistema aberto quanto no sistema fechado em bloco digestor, o

46



aquecimento é condutivo, ou seja, o calor proveniente da fonte € conduzido as paredes
externas do frasco e, do frasco, este aquecimento chega a solucdo. Além disso, a
decomposicdo da amostra ndo é homogénea, pois o calor € distribuido por correntes
convectivas, ou seja, a solucdo mais proxima das paredes do frasco aguecem primeiro.
Portanto, os métodos de decomposicdo com aquecimentos convencionais (condutivos) foram
demorados e demandaram em torno de 12 a 24 h, considerando-se a etapa de resfriamento.
Em relacdo ao tempo de decomposicdo, a MWAD demandou, aproximadamente, 40 min,
considerando-se a etapa de arrefecimento. Isso ocorre porque o aquecimento é localizado, ou
seja, a radiacdo micro-ondas atravessa as paredes do frasco (que € transparente as micro-
ondas) e atinge diretamente a solucdo, consequentemente, 0 tempo necessario para que O
sistema atinja as temperaturas desejadas € muito menor que o tempo necessario em um
sistema com aquecimento convencional.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da decomposi¢do do método por CVWD, o
procedimento de decomposicéo foi refeito utilizando uma mistura de HNO3 (5 mL) e H,O, (1
mL) ao invés do uso de somente HNO3; (6 mL). Este estudo foi feito tendo em vista que na
literatura é reportado o uso deste reagente como auxiliar na decomposicdo da matéria
organica, apresentando vantagens, por ser um agente oxidante disponivel em alto grau de
pureza e a agua ser o Unico produto de decomposicio *°. Apds a decomposicéo da amostra por
CVWD foi verificado que o aspecto da solucdo obtida com o uso de H,O, foi similar a
solucdo obtida pelo mesmo método de decomposi¢éo utilizando somente HNO3.

Tanto a solucdo da amostra decomposta por MWAD (Figura 4C), quanto a
decomposta por MIC (Figura 6D, solucdo absorvedora HNO; 7 mol L™), mostraram-se
transparentes e limpidas, o que pode ser um indicativo de que toda matéria organica foi
decomposta. Porém esta afirmacdo s6 pode ser confirmada com a determinacdo do teor de
carbono residual nos digeridos. Adicionalmente, 0 metodo de MWAD também foi
investigado com o uso de uma mistura de HNO3 (6 mL) e H,O, (1 mL) ao invés do uso de
somente HNO3 (6 mL) com o objetivo de aumentar a eficiéncia de decomposicao.

A MIC mostrou-se 0 método de decomposicdo mais rapido entre os métodos
estudados neste trabalho, demandando um tempo de 25 min, considerando a etapa de
arrefecimento dos frascos. Além disso, devido as altas temperaturas atingidas durante a
combustdo, com esse método, geralmente, amostras de dificil decomposi¢do sao
completamente decompostas e é possivel o uso de solugbes diluidas para a absorcdo dos
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analitos, minimizando os residuos gerados e estando de acordo com 0s principios da quimica

verde.

5.2.1 Combustéo iniciada por micro-ondas

Conforme descrito anteriormente, com o intuito de obter-se amostras completamente
decompostas, a MIC foi avaliada. Primeiramente, diferentes concentraces de HNO3; (1, 3 e 7
mol L™) foram avaliadas como solucdo absorvedora para a amostra de quinoa (utilizando
comprimidos de aproximadamente 500 mg). O &cido nitrico concentrado (14 mol L™) n4o foi
avaliado como solucdo absorvedora por MIC, tendo em vista que o objetivo principal em
utilizar o método de MIC neste trabalho, foi a possibilidade de utilizar solu¢@es diluidas para
retencdo dos analitos, de forma a diminuir o teor de acidez das solugdes resultantes. Além
disso, j& havia sido reportado em trabalhos anteriores utilizando a MIC para decomposicédo de
matrizes similares (castanhas)®®, que o uso de uma solucdo de HNO3; 7 mol L™ havia sido
adequado para retengdo de As, Cd, Pb e Hg. Desta forma, com base nestes trabalhos
anteriores, optou-se por avaliar apenas solucdes diluidas como solucdo absorvedora. A
determinacédo dos analitos foi feita por ICP OES e os resultados estdo apresentados na Tabela
X.

Tabela X. Concentracdo de Cd e Pb em quinoa apds decomposicdo por MIC e MWAD e
determinacéo por ICP OES.

Elemento, pgg®  Concentracéo da solugdo absorvedora (HNOs, mol L™)

1 3 7 14%
Cd <0,05 <0,05 0,10 0,12
Pb 0,07 0,09 0,35 0,40

a) Decomposicdo por MWAD (sistema de alta pressdo); LQ = 0,05

Os valores encontrados para a concentragdo de Cd e Pb quando utilizadas solugfes
absorvedoras de 1 e 3 mol L™ foram inferiores aos limites de quantificacdo do método. Além
disso, ndo houve diferencas significativas entre a solucéo absorvedora 7 mol L™ e HNO; 14
mol L™, utilizado na decomposicdo por MWAD. Sendo assim, a avaliacdo da solucéo
absorvedora foi feita com a determinagéo de Cd e Pb por GF AAS em material de referéncia
certificado (NIST 1547 — Peach Leaves) utilizando 500 mg do CRM e HNO; 3 e 7 mol L™
como solucdo absorvedora. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela XI.
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Tabela XI. Concentragdo de Cd e Pb, pug g™, em CRM (NIST 1547) ap6s decomposicao por
MIC com diferentes concentracGes de solucdo absorvedora e determinagéo por

GF AAS, n=2.
Elemento Valor certificado (ug g™*) Valor encontrado (ug g™)
HNO; 7 mol L™ HNO; 3 mol L™
Cd 0,026 + 0,003 < 0,087 < 0,087
Pb 0,87 £0,03 0,80 £ 0,05 0,40 £ 0,01

O valor obtido para Pb apresentou concordéancia de 92% com o valor certificado,
utilizando HNO; 7 mol L™ como solucéo absorvedora. Ja utilizando HNOz; 3 mol L™ a
concordancia com o valor certificado foi de 46%. Esses resultados estdo concordantes com
trabalhos relatados na literatura, onde concordancias de 96% de Pb foram obtidas quando
utilizada soluc&o absorvedora HNO3; 7 mol L™, apés decomposicio de amostras de castanhas
por MIC® e 98% de concordancia de Pb foram obtidas quando utilizada solucio absorvedora
HNO; 7 mol L™, ap6s decomposicéo de amostras de carvdo por MIC.””  Sendo  assim, a
solugdo absorvedora escolhida para a decomposicdo por MIC foi HNOs; 7 mol L™. Para
avaliacdo da exatiddo da MIC, também foi feito um ensaio de recuperacdo para Pb utilizando
a solucéo de HNO; 7 mol L™ como solucéo absorvedora. Assim, foi feita a adicdo de uma
quantidade conhecida de uma solucdo de referéncia de Pb na amostra de quinoa solida
previamente a etapa de decomposicdo por MIC. A determinacédo de Pb foi feita por GF AAS e
a recuperacio foi de 109%. Desta forma, a solucdo de HNO; 7 mol L™ foi escolhida como
solucgéo absorvedora para ensaios subsequentes.

Apds otimizacao da solucdo absorvedora, foi feita a decomposicdo das outras amostras
de cereais por MIC (amaranto, chia e linhaca) utilizando a solucéo absorvedora previamente

escolhida.

5.2.2 Determinacgéao de Carbono Residual

Para avaliar a eficiéncia de decomposicdo dos métodos investigados foi feita a
determinacdo do RCC nas amostras obtidas ap6s a decomposi¢do de quinoa por MIC,
MWAD de alta e média pressdo com HNO3 (2) e com uma mistura 6:1 de HNO3; + H,0, (1) e

por CVWD com HNOg; (2) e com uma mistura 6:1 de HNO3 + H;0, (1). Os resultados de
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RCC obtidos nas solugdes apos cada procedimento de decomposicdo estdo apresentados na

Figura 7.
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Figura 7. Teores de carbono residual, em %, para a amostras de quinoa apos

diferentes métodos de decomposicao.

O teor de carbono residual obtido para a decomposi¢do por MIC foi inferior a todos 0s
valores obtidos pelos outros métodos de decomposicdo. O valor obtido para MIC foi de
0,11%, enquanto que para MWAD com sistema de alta pressao foi de 0,75% e 0,90%, quando
utilizados uma mistura de HNO3; + H,0O, e somente HNO3, respectivamente. Cabe ressaltar
gue, mesmo os valores obtidos no sistema de alta pressdo (MWAD) mostrarem-se bastante
baixos, ndo foi suficiente para diminuir as interferéncias causadas pela matriz, conforme sera
mostrado posteriormente. E possivel observar também a influéncia dos reagentes na eficiéncia
da decomposicao, onde os valores de RCC obtidos quando utilizada a mistura HNO3; + H,0,
foram menores do que quando utilizado somente HNO; em um mesmo sistema de
decomposicdo. Os valores de RCC para o sistema de média pressdo foram de 16,7% e 21%
quando utilizados uma mistura de HNO3 + H,0, e somente HNOg, respectivamente. Desta
forma, conforme ja esperado, a tamperatura maxima atingida na decomposicdo (em funcédo do
sistema de decomposicdo utilizado, média ou alta pressdo) influencia de forma significativa
na eficiéncia da decomposicdo. A temperatura maxima atingida durante a decomposicdo da

amostra de quinoa por MWAD utilizando o sistema de alta pressdo foi de 217 °C, enquanto
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que utilizando o sistema de média pressdo, a temperatura maxima atingida foi de 145 °C, o
que evidencia os menores valores de RCC obtidos apds a decomposicdo por MWAD em

sistema de alta presséo.

5.3 DETERMINACAO DE CADMIO E CHUMBO POR ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Previamente a etapa de determinacdo de cadmio e chumbo por espectrometria de
absorcdo atdbmica com forno de grafite, alguns parametros foram considerados e serdo
descritos e discutidos a seguir.

Conforme recomendacdes do fabricante, a concentracdo maxima de acido nas solucdes
introduzidas no equipamento de GF AAS deve ser no maximo 2% v/v, a fim de preservar a
vida util do tubo de grafite. Devido a concentracdo de acido presente nas solucdes obtidas por
CVWD e MWAD ser superior a 2% (aproximadamente 12%), as solugdes das amostras
utilizadas foram diluidas previamente a etapa de determinacdo. O calculo das diluicdes foi
baseado na quantidade de HNOj3 utilizado nas decomposicdes e na afericdo feita com agua
apos a etapa de decomposicdo, onde seria necessario efetuar uma diluicdo de, pelo menos, 15
vezes. Desta forma, todos 0s ensaios descritos a seguir para observacdo da ocorréncia de
interferéncias foram feitos com a solucéo obtida apos a decomposicdo da amostra de quinoa
por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas seguida de uma diluicdo de 15 vezes (essa

solucéo foi identificada no texto como QMW15).

5.3.1 Estudo do modificador quimico

Inicialmente, os modificadores quimicos, Mg(NQOz3), e Pd (NOgs), foram escolhidos.
Segundo o fabricante, também existe a possibilidade de se usar uma mistura de 50 pg de
NH4H,PO, e 3 ug de Mg(NOs), tanto para a determinacgdo de Cd quanto para Pb. Para fins de
comparagdo, essa mistura de modificadores foi utilizada e foram feitas medidas com as
solugdes padrBes de Cd e Pb nas temperaturas de pirolise e atomizacdo otimizadas e nao
foram observadas diferencas significativas (teste t-student, 95% de confianca) entre os valores

das absorbancias.
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Durante a execucdo de alguns ensaios preliminares, foi observada a ocorréncia de
interferéncias na etapa de determinacdo do Pb na solucdo obtida ap6s a decomposicdo da
amostra de quinoa por via imida (independente do sistema de aquecimento utilizado) quando
3 pg de Mg(NOg3), e 5 pg de Pd (NOs), foram utilizados como modificadores quimicos. Foi
feita uma pesquisa na literatura em busca de alternativas de modificadores quimicos com o
intuito de evitar ou minimizar o efeito de matriz observado no trabalho. Dessuy e
colaboradores” dobraram a concentracdo dos modificadores quimicos (6 pg de Mg(NOs), e
10 pg de Pd (NOs), para evitar o efeito de matriz na determinacdo de Pb em amostras de
vinho. Similarmente, Mattos’® avaliou o uso de concentragdes maiores de Pd para minimizar
o sinal de fundo na determinacdo de Pb em suplementos alimentares a base de calcio.”® Em
ambos os trabalhos, maiores concentracfes de modificadores quimicos nao contornaram o0s
problemas observados. Diante disso, foi feita uma comparacao do sinal do analito na amostra
QMW?15 (com adicdo de 50 ug L™ de Pb) com a adigdo de 3 e 5 ug de Mg(NOs), e Pd (NOs),,
respectivamente. Mas, apds dobrar a concentracdo dos modificadores quimicos, ndo foram
observadas diferencas significativas (teste t-student, 95% de confianca) entre os valores das

absorbancias obtidos, que esta de acordo com alguns trabalhos na literatura.”® "

5.3.2 Otimizacdo da temperatura de pirdlise e atomizacdo para a determinacdo de

cadmio

O estudo das temperaturas de pirolise e atomizacao de Cd foi feito utilizando a solucao
QMW?15. A solucdo da amostra decomposta, foi feita a adicdo de uma aliquota de solucéo
estoque de forma a se obter uma solucdo final com concentracdo de 2 pg L™ de Cd. Os
modificadores quimicos Pd(NOs),; 0,1 % e Mg(NOs), 0,1% foram utilizados, conforme
recomendacdo do fabricante, em quantidades de 5 e 3 puL (5 e 3 pg), respectivamente,
conforme ja citado anteriormente.

A curva de pir6lise mostrada na Figura 8 foi feita variando-se a temperatura de pir6lise
de 300 a 700 °C e fixando a temperatura de atomizacdo em 1500 °C. A curva de atomizag&o
foi construida variando-se a temperatura de atomizacéo de 1300 a 1700 °C e fixando uma

temperatura de pirdlise em 600 °C, escolhida no estudo da curva de pirdlise.
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Figura 8. Curvas de temperatura de pirélise atomizacao para o Cd: - solugdo padréo de Cd 2
ug L™ - amostra QMW15 + 2 pg L™ de Cd.

Como pode ser observado na Figura 8, a partir de 400 °C, ocorre um pequeno
decréscimo no sinal de absorcéo do Cd na amostra, indicando que pode ter ocorrido perdas do
analito. Esse descréscimo também é observado para o sinal de absorcdo do Cd na auséncia da
amostra. No entanto, entre 400 e 600 °C ndo ha diferencas significativas entre os valores das
absorbancias (ANOVA, 95% de confianca) da amostra. Sendo assim, a temperatura de 600 °C
foi escolhida para a etapa de pirdlise. Alem disso, nessa temperatura o desvio padréo foi
relativamente mais baixo.

A temperatura de atomizacéo de 1300 °C foi observado o maior sinal de absorbancia e
0 menor desvio padrdo para a amostra QMW15 e, por isso, essa temperatura foi escolhida
para a etapa de atomizacdo. Na Figura 6 & possivel observar uma pequena diferenca nos
valores da absorbancia do Cd na amostra QMW?15 e na solucdo de referéncia. A fim de
avaliar se estava ocorrendo supressdo do sinal do analito pela matriz da amostra, foi feita uma
comparagdo dos sinais transientes e dos valores de absorbéancia do Cd na amostra QMW15 e
na solugéo de referéncia na concentracdo de 2 pg L™. N&o houve diferenca significativa (teste
t-student, 95% de confianga) entre os valores de absorbancia da solucdo de referéncia e da
amostra. Desta forma, concluiu-se que ndo ocorreu supressdo do analito (Cd) pela matriz da
amostra QMW15.
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5.3.3 Otimizacdo da temperatura de pirdlise e atomizacdo para a determinacdo de
chumbo

A avaliacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo para o chumbo foi feita com a
mesma amostra utilizada anteriormente no estudo das temperaturas de pirolise e atomizacéo
para o cadmio. A amostra foi diluida 15 vezes e foi feita a adicdo de Pb a esta solucdo de
forma a obter-se 50 pg L™ de Pb. Assim como foi feito para o Cd, foram utilizados 5 pL de
Pd(NOs); 0,1% e 3 pL de Mg(NO3), 0,1% como modificador quimico.

A temperatura de pir6lise recomendada para Pb pelo fabricante do instrumento de GF
AAS é de 850 °C. Sendo assim, a curva de pirdlise foi construida variando-se a temperatura
de 600 a 1300 °C e fixando a temperatura de atomizagéo em 1600 °C. Escolhida a temperatura
de pir6lise adequada, esta foi fixada e o estudo da temperatura de atomizacdo foi feito
variando-se esta temperatura de 1500 a 2000 °C. As curvas de pirdlise e atomizacéo para a

amostra QMW15 e solucédo padrao de Pb sdo mostradas na Figura 9.
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Figura 9. Curvas de pirélise e atomizacio para o Pb: - solucdo padrdo de Pb 50 ug L™; -
amostra QMW15 + 50 pgL™ de Pb.

Como pode ser observado na Figura 9, para todas as temperaturas de pirolise obtidas
para a amostra, ndo houve diferencas significativas nos valores de absorbancia e, com isso, a
maior temperatura, 1300 °C, foi escolhida. Conforme observado na Figura 9, a partir de 1800
°C comega a ocorrer a perda do analito, o que pode ser observado pelo decréscimo do sinal de
absorbancia. Assim, a temperatura de 1800 °C foi escolhida a fim de garantir uma completa

atomizacdo do analito.
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Comparando-se as intensidades dos sinais obtidos variando as temperaturas de pirdlise
e atomizacdo para a amostra QMW15 e para a solucdo de Pb na auséncia de amostra, €
possivel notar uma supressdo do sinal do analito, que pode ser atribuido a interferéncias de
matriz. Da mesma forma como foi feito para o Cd, a fim de avaliar possiveis interferéncias,
foi feita uma comparacdo dos valores de absorbancia da amostra QMW15, e da solugédo
padrdo de Pb 50 pg L™, j& que os valores de absorbancia para a amostra foram muito menores
que os valores obtidos para o padrdo de Pb. Diferencas significativas (teste t-student, 95% de
confianca) foram encontradas, o que indica uma interferéncia causada pela matriz da amostra
sobre o sinal do analito.

O estudo das curvas de pirélise e atomizacdo também foi feito para as amostras de

amaranto, chia e linhaga, diluidas 15 vezes. As curvas obtidas sdo mostradas na Figura 10.
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Figura 10. Curvas de pirdlise e atomizacdo para o Pb: - amaranto; - chia; - linhaca.

E possivel observar na Figura 10 que as curvas de pirdlise e atomizaco das amostras
de amaranto, chia e linhaga possuem um comportamento similar entre si e quando
comparadas as mesmas curvas da amostra de quinoa. Com isso, as temperaturas de pirdlise e
atomizacdo foram mantidas em 1300 e 1800 °C, respectivamente, e essas condi¢fes do
programa de temperatura foram utilizadas para a determinacdo de Pb em todas as amostras de

cereais estudadas.
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5.3.3 Avaliacao das interferéncias causadas pela matriz das amostras na determinagao

de Pb

Diante das interferéncias observadas na determinacdo de Pb, foi feito um estudo

dessas interferéncias através de diferentes diluicdes a fim de verificar o efeito da matriz da

amostra na recuperacdo do sinal do analito. Esse estudo foi feito para todas as amostras

decompostas por CVWD e MWAD. As Figuras 11 e 12 mostram os perfis dos sinais obtidos

para a solucdo padrido de Pb 50 pg L™ e para as solucBes das amostras de amaranto

decompostas por CVWD e MWAD, respectivamente, ambas utilizando HNO3; como reagente.
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Figura 11. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de
fundo da solucdo padrdo; (-) amaranto (CVWD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de

fundo para amaranto (CVWD) + 50 ug L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida

15 vezes; B: 30 vezes e C: 50 vezes.
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Figura 12. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de fundo
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vezes e C: 50 vezes.
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E possivel observar através das Figuras 11 e 12 a supressdo do sinal do analito quando

a amostra € diluida 15 e 30 vezes. Para os dois métodos de decomposicdo, a recuperacdo do

analito so foi possivel quando utilizada uma diluigdo de, no minimo, 50 vezes, indicando uma

interferéncia causada pela matriz da amostra. As Figuras 13 e 14 apresentam os perfis dos

sinais transientes e os respectivos valores de absorbancia para a solucdo padréo de Pb 50 ug

L? e para as solugbes das amostras de linhaca decompostas por CVWD e MWAD,

respectivamente.
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Figura 13. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padréo de Pb 50 ug L™; (--) sinal de fundo

da solucéo padréo; (-) linhaga (CVWD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de fundo para
linhaga (CVWD) + 50 g L™ de Pb. A: solucéo da amostra diluida 15 vezes; B: 30

vezes e C: 50 vezes.
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Figura 14. Perfis dos sinais de Pb para (-) solugdo padréo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de fundo
da solucdo padrao; (-) linhaca (MWAD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de fundo para
linhaca (MWAD) + 50 pg L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida 15 vezes; B:

30 vezes e C: 50 vezes.

Como pode ser observado na Figura 13, as interferéncias causadas pela matriz da

amostra sdo atenuadas com a diluicdo de 30 vezes, diferentemente da solugdo da amostra
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decomposta em sistema fechado assistida por radiacdo micro-ondas (Figura 14), onde uma

diluicdo de 50 vezes € necessaria.

As Figuras 15 e 16 apresentam os perfis dos sinais transientes e os respectivos valores

de absorbancia para a solugdo padrdo de Pb 50 pg L™ e para as solugdes das amostras de

quinoa decompostas por CVWD e MWAD, respectivamente.
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Figura 15. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de fundo

da solugdo padrdo; (-) quinoa (CVWD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de fundo para
quinoa (CVWD) + 50 ug L™ de Pb. A: solugdo da amostra diluida 15 vezes; B: 30
vezes; C: 50 vezes e D: 100 vezes.
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Figura 16. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucio padréo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de fundo
da solucdo padrdo; (-) quinoa (MWAD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de fundo para
quinoa (MWAD) + 50 pg L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida 15 vezes; B: 30

vezes: C: 50 vezes e D: 100 vezes.

Tanto para as amostras decompostas por via Umida em sistema fechado com
aquecimento convencional, quanto para as amostras decompostas por MWAD, nédo foi
possivel a recuperacao do sinal do analito com uma diluicdo de até 100 vezes, evidenciando a
complexidade da matriz da amostra.

As Figuras 17 e 18 apresentam os perfis dos sinais transientes e os respectivos valores
de absorbancia para a solugdo padréo de Pb 50 pg L™ e para a solugdo da amostra de chia
decomposta por CVWD e MWAD, respectivamente.
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Figura 17. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de
fundo da solugdo padrdo; (-) chia (CVWD) + 50 pg L™ de Pb; (--) sinal de
fundo para chia (CVWD) + 50 pg L™ de Pb. Amostra diluida 15 vezes
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Figura 18. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™ (--) sinal de
fundo da solugdo padrédo; (-) chia (MWAD) +50 pg L™ de Pb; (--) sinal de
fundo para chia (MWAD) + 50 pg L™ de Pb. Amostra diluida 15 vezes.

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18 o sinal do analito ndo foi suprimido pela
matriz da amostra de chia quando utilizada uma diluicdo de 15 vezes. Sendo assim, ndo foram
observadas interferéncias causadas pela matriz da amostra de chia, independente do método
de preparo das amostras utilizado.

Com o intuito de eliminar as interferéncias, foram feitas algumas alteracdes nos
programas de aquecimento e nas solucgdes utilizadas nos métodos de decomposicao avaliados.
Estes estudos foram feitos somente com a amostra de quinoa, tendo em vista que para esta

solucgéo foi observada maior supressdo do sinal do analito, conforme mostrado nas Figuras 15
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e 16. Primeiramente, as decomposicGes foram feitas em dois sistemas de decomposicédo

assistidos por radiagdo micro-ondas, onde a temperatura da etapa de aquecimento foi

aumentada para as temperaturas maximas permitidas por cada sistema de decomposicao.

Neste caso, foram utilizados um sistema de decomposi¢cdo de média pressdo (40 bar) e de alta

pressdo (80 bar) e a temperatura da etapa de decomposicado foi mantida em 220 e 280 °C,

respectivamente. Apads, foi feita a adicdo de Pb nas solucdes resultantes e os sinais transientes

e 0s respectivos valores de absorbancia obtidos para os sistemas de decomposicdo de média e

alta pressdo sdo mostrados nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 19.

Perfis dos sinais de Pb para (-) solug&o padr&o de Pb 50 pg L™; (--) sinal de fundo

da solucdo padrdo; (-) quinoa (MWAD-sistema de média pressdo) +50 ug L™ de

Pb; (--) sinal de fundo para quinoa (MWAD-sistema de média presséo) + 50 pg L

! de Pb. A: solugdo da amostra diluida 15 vezes; B: 30 vezes; C: 50 vezes e D: 100

VezZes.
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Figura 20. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de
fundo da solucédo padréo; (-) quinoa (MWAD-sistema de alta pressdo) +50 pg
L™ de Pb; (--) sinal de fundo para quinoa (MWAD-sistema de alta pressao) +
50 pg L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida 15 vezes; B: 30 vezes; C: 50 e
D: 100 vezes.

E possivel observar na Figura 20 que os perfis dos sinais ndo apresentaram diferencas
significativas daqueles obtidos quando utilizado uma temperatura menor na etapa de
decomposic¢do (220 °C, Figura 16). Ja quando utilizado um forno de micro-ondas que permite
temperaturas de méaximas de 280 °C e alta pressdo (80 bar), observa-se um aumento de quase
5 vezes no valor da absorbancia para a diluicdo de 15 vezes (comparando com a Figura 19).
Assim, é possivel relacionar 0 aumento da temperatura com a eficiéncia da ecomposicdo da
amostra e, consequentemente, a atenuacdo de interferéncias causadas pela matriz da amostra.
Pelos resultados obtidos para 0 RCC nas amostras decompostas pelos diferentes sistemas de
radiacdo micro-ondas, pode-se confirmar que a eficiéncia de decomposi¢cdo da quinoa por
MWAD utilizando o sistema de alta pressédo foi inferior (0,90%) ao teor de RCC obtido na

solucdo resultante apds decomposicdo por MWAD em sistema de média presséo (20,98%).
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A avaliacdo de diferentes reagentes (adicdo de peroxido de hidrogénio) na
decomposicdo por via Umida assistida por micro-ondas também foi feita, conforme
mencionado anteriormente. Utilizando-se dois sistemas de radiacdo micro-ondas, conforme
descrito anteriormente, a decomposicdo foi feita com uma mistura de 6 mL de HNO;
concentrado e 1 mL de H,O, concentrado. As Figuras 21 e 22 mostram os perfis dos sinais
obtidos e os respectivos valores de absorbancia quando utilizado o forno de micro-ondas de

média pressao e de alta pressao, respectivamente.

0.4 - 014 - 0.4 -
_‘:U.H 1 Abs Int =0.12034 A T:{J.]z 1 Abs Int = 0.12034 B T“_';(1.12 1 Absint=01203 C
A m, = 36,54 pg TR m, = 36,54 pg HOE .[\ m, = 36,54 pg
E008 - E008 - Z008 - | |
£006 - 5006 - £ 006 - \
200 - 2o - 200 - \
) 5l El \
200 - 200 200 A__/,N—
0 - 0 e 0 -
S s R S s S s R
Tempo (s) Tempo (5) Tempo (5)
Figura 21. Perfis dos sinais de Pb para (-) solugdo padrdo de Pb 50 pg L™*; (--) sinal de
fundo da solucdo padrdo; (-) quinoa (MWAD-sistema de média pressédo)
+50 pug L de Pb; (--) sinal de fundo para quinoa (MWAD-sistema de
média pressdo) + 50 pg L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida 15 vezes;
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Figura 22. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™; (--) sinal de
fundo da solucdo padrdo; (-) quinoa (MWAD-sistema de alta presséo) +50 ug
L™ de Pb; (--) sinal de fundo para quinoa (MWAD-sistema de alta pressdo) +
50 pg L™ de Pb. A: solugdo da amostra diluida 15 vezes; B: 30 vezes; C: 50

VEZES.

Nas Figuras 21 e 22 observa-se que a partir de uma dilui¢do de 50 vezes ja € possivel

recuperar o sinal de Pb na amostra, o que ndo foi possivel quando a decomposicao é feita
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somente com HNOj3 que necessita de uma diluicdo maior que 100 vezes. Mesmo observando
gue o aumento da temperatura e o uso de H,O, atenuam as interferéncias causadas pela
matriz, essas medidas ndo foram suficientes para que essas interferéncias fossem eliminadas.
Nesse sentido, a combustdo iniciada por micro-ondas foi avaliada como um método de
preparo de amostras alternativo para decompor amostras complexas. Além disso, 0 uso de
solucdes absorvedoras diluidas permite que as solugdes obtidas ap6s a decomposicdo sejam
introduzidas no tubo de grafite sem a necessidade de dilui¢bes prévias, preservando a vida Util
do tubo e permitindo a quantificacdo de elementos em baixas concentra¢Ges. Sendo assim,
também foi feita avaliacdo das interferéncias nas solucbes obtidas ap6s decomposicdo de
amostras de quinoa por MIC e os sinais transientes estdo apresentados na Figura 23. Neste
estudo, somente a amostra de quinoa foi avaliada em funcéo de as amostras de chia, amaranto
e linhaga apresentarem comportamento similar ao da quinoa nos estudos feitos anteriormente

com diferentes métodos de decomposicao.
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Figura 23. Perfis dos sinais de Pb para (-) solucdo padrdo de Pb 50 pg L™ (--) sinal de
fundo da solucdo padréo; (-) quinoa (MIC) +50 pg L™ de Pb; (-) sinal de fundo
para quinoa (MIC) + 50 pg L™ de Pb. A: solucdo da amostra diluida 5 vezes; B:

sem diluic&o.

Como pode ser observado na Figura 23, os sinais de Pb ndo foram suprimidos quando
adicionados na solucdo da amostra obtida apds a decomposicdo por MIC e ndo houve
diferencas significativas (teste t-student, 95% de confianca) entre os valores obtidos nas
solucBes concentradas e diluidas. Assim, o uso da MIC como método de preparo de amostras,

foi efeiciente para contornar as interferéncias observadas em relacdo a supressdo do sinal do
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analito (Pb). Possivelmente, este fato esta relacionado com a elevada temperatura atingida
durante a etapa de decomposicdo das amostras (superior a 1400 °C), onde a matéria organica
é completamente oxidada e o uso de solugdes diluidas para retencdo dos analitos o que por
sua vez, possibilita a analise se solugdes sem etapa prévia de diluicao.

5.3.4 Figuras de mérito

As figuras de mérito (limites de detecgdo, LD, e quantificacdo, LQ) para os diferentes
métodos de preparo de amostras e determinacdo dos analitos por GF AAS estdo apresentados
na Tabela XII. Para a decomposicdo em sistema fechado com aquecimento convencional foi
considerada a massa de amostra de 250 mg, enquanto que para MWAD e por MIC foi

considerada a massa de amostra de 500 mg.

Tabela XII. Figuras de mérito para Cd e Pb nos diferentes métodos de decomposicdo e
determinacéo por GF AAS.

Parametro Cd Pb Fator de
diluicdo
CVWD LD (ug g7) 0,146 2,46 15
LQ (g g™ 0,855 7,06 15
MWAD LD (ug gt 0,072 1,23 15
LQ (ug g™l 0,420 3,53 15
MIC LD (ug g 0,014 0,322 1
LQ (g g™ 0,087 0,443 1
Faixa linear 0l1al0pgL* 5a100pgL™
Coeficiente de correlacdo 0,9998 0,9986
Massa caracteristica, pg 1,1 32,6

Como pode ser observado na Tabela XII, os valores de LD e LQ para CVWD é duas
vezes maior que para MWAD. Isso deve-se a baixa quantidade de amostra que o sistema
fechado com aquecimento convencional permite em uma decomposicao eficiente e segura. Os
valores de LD e LQ obtidos para MIC mostraram-se menores que aqueles obtidos para os

outros métodos de decomposicao.
65



54 DETERMINACAO DE CADMIO E CHUMBO NAS AMOSTRAS
DECOMPOSTAS

Primeiramente, as determinactes de Cd e Pb foram feitas na solucdo da amostra de
quinoa diluida 15 vezes decompostas por CVWD e MWAD de média pressdo. Neste caso, as
concentracOes de cadmio obtidas foram abaixo do limite de quantificacdo. Assim, mesmo nao
havendo interferéncias, a diluicdo de 15 vezes impossibilitou a deteccdo de cadmio por GF
AAS. Como descrito anteriormente, ndo foi possivel a deteccdo de chumbo na amostra de
quinoa devido a necessidade de diluicdo excessiva, utilizada para eliminar interferéncias
causadas pela matriz da amostra.

Em seguida foi feita a determinacdo de Cd e Pb nas solugdes das amostras de
amaranto, chia e linhaca, decompostas por CVWD, diluidas 15 vezes. Nestas soluges, as
concentracfes ficaram abaixo do limite de quantificacdo tanto para cddmio quanto para
chumbo.

Apbs a otimizacdo do método de MIC (uso de HNO; 7 mol L™ como solugdo
absorvedora) e decomposicdo dos cereais, foi feita a determinacdo Cd e Pb nas amostras
utilizando as condicOes de determinacdo previamente otimizadas. No entanto, para todas as
amostras investigadas, os valores de Cd e Pb ficaram abaixo do limite de quantificagdo. Sendo
assim, os cereais utilizados neste trabalho ndo apresentaram valores de Cd e Pb maiores que o
permitido para consumo pela legislacdo. Cabe resslatar que, alguns trabalhos descritos na
literatura encontraram valores relativamente elevados de Cd e Pb em amostras de cereais,
como cevada, milho, arroz e trigo.*”” % Para as amostras de cereais estudados neste trabalho
somente em um trabalho® foi encontrada alta concentragdo de Cd em linhaca. Em um outro
trabalho*? foi estudado o aciimulo de Cd em diferentes partes da linhaca, como as raizes, mas

nédo foram encontradas quantidades significativas de Cd nas sementes de linhaca.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, 0 método de decomposicdo por via Umida em
sistema aberto com aquecimento convencional mostrou-se bastante moroso e ineficiente para
a decomposicdo de cereais. O método de decomposicdo por via Umida em sistema fechado
com aquecimento convencional também mostrou-se bastante moroso e, apesar de a
decomposicdo ter sido completa, ndo foi suficiente para eliminar as interferéncias de matriz.
Além disso, por permitir a decomposicao de pequenas quantidades de amostra, os limites de
deteccdo e quantificacdo obtidos foram mais altos que os obtidos por decomposi¢do em
sistema fechado assistido por radiacdo micro-ondas.

O método de decomposicdo em sistema fechado assistido por radiacdo micro-ondas
proporcionou decomposi¢des mais rapidas e seguras do que aquelas baseadas em
aquecimento convencional. Foi observado que o sistema que permite uso de alta presséo (até
80 bar) apresentou elevada eficiéncia de decomposicdo (RCC inferior a 1%),
sigificativamente superior ao sistema de média pressdo, onde 0 RCC nas solucdes resultantes
foi superior a 20%. No entanto, mesmo que a decomposicdo por MWAD em sistema de alta
pressdo ter sido eficiente, impossibilitou a posterior determinacdo de Cd e Pb por GF AAS,
devido a alta concentracdo de acido nas solucdes das amostras decompostas, sendo necessario
aplicar etapa prévia de diluicéo.

Os resultados obtidos na determinacdo de Cd e Pb por GF AAS, mostraram que ha
interferéncias de matriz quando utilizado os metodos de decomposicdo por via Umida em
sistema fechado com aguecimento convencional e assistido por micro-ondas. Foi observado
que essas interferéncias foram eliminadas com a dilui¢cdo de no minimo 30 vezes da solugéo
decomposta, impossibilitando a quantificagéo dos elementos por GF AAS.

O método de decomposicdo por MIC foi adequado para a decomposicdo de amostras
de cereais como amaranto, chia, linhaca e quinoa, obtendo teores de carbono residual
inferiores a 0,12%. Utilizando a decomposi¢do por MIC foi possivel decompor massas de
amostras de até 500 mg e recuperagdes quantitativas foram obtidas quando utilizado acido
nitrico diluido (HNO3 7 mol L™) como solucéo absorvedora. A concordancia com o material
de referéncia certificado com matriz similar foi de 92%. Este método também est4 de acordo
com 0s principios da quimica verde por permitir o uso de &cidos diluidos, diminuindo o uso

de reagentes e geracdo de residuos.
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